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VERFAHREN ZUR IDENTIFIZIERUNG VON SCHWACH BINDENDEN 
MOLEKULFRAGMENTEN MIT LIGANDENEIGENSCHAFTEN, WOBEI DIE 
MOLEKULFRAGMENTE ALS MIKROTROPFEN EINER ENTSPRECHENDEN LOSUNG 
AUF DEN KRISTALL AUFGEBRACHT WERDEN 

15 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Behandeln eines Kristalls mit einer 
Losung, wobei die Losung eine oder meht Molekiilspezies enthalt und wobei die Molekiile 
der Molekiilspezies typischetweise ein Molekulargewicht von < 500 Da aufweisen. Mit Hilfe 
20 diese Verfahrens konnen auf Targets trukturen schwach bindende kleine Molekiile oder Mole- 
kulfeagmente identifiziert und deren Bindungsposition durch nachfolgende rontgenkristal- 
lographische Untersuchungen ermittelt werden. 

Im Stand der Technik ist eine Vielzahl von Verfahren beschrieben, urn mit Hilfe von in vitro 
25 Testverfahren oder auch mit Hilfe von Methoden zur Strukturaufldarung, beispielsweise iiber 
rontgenkristallographische Experitnente oder NMR- Experitnente, Liganden makromolekula- 
rer physiolog^scher Substanzen zu identifizieren und/oder zu charakterisieren. Derartige Tar- 
get-Strukturen konnen bspw. insbesondere Proteine, die im Stoffwechsel, bei der intra- oder 
extrazellularen Signalweitergabe, beispielsweise als membranstandige Rezeptoren, physiolo- 
30 gisch Bedeutung haben, sein. Herkommliche Verfahren zur Identifizierung derar tiger ligan- 
den setzen Substanzbibliotheken voraus, so dass eine grofie Vielzahl an Substanzen, die po- 
tentiell als Liganden far derartige Target-Strukturen in Bettacht kommen, im Rahmen von 
entsprechenden Messungen eingesetzt werden miissen. Obwohl derartige Testmethoden im 
Hochdurchsatzverfahren (,,High-Throiighput-Screening", HTS) durchgeflihrt werden, haben 
35 die Resultate derartiger Hochdurchsatzversuche, unabhangig davon, ob sie durch In-vitro- 
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Testverfahren oder gg£ auf strukturbiologischem Weg erfolgen, bislang nicht zu durchgrei- 
fenden Resultaten gefiihrt Neben einer Anzahl von weiteren Griinden mag fur die ver- 
gleichsweise geringe Ausbeute an auf diese Weise im Hochdurchsatzverfahren identifizierten, 
neuen Leitsubstanzen fik die Arzneimittelforschung, also der Identifizierung neuer Liganden, 
5 ausschlaggebend sein, dass nur auf Grund kleiner sterischer oder geomettischer Inkompatibi- 
litaten der Testsubstanzen mit der Target-Struktur, z.B. im Bereich einer Bindungstasche oder 
auch im Eintrittsbereich („entry site") in das Innere einer Struktur, bereits ein positives Signal 
(beispielsweise ein Signal, das die Bindung der Testsubstanzen an die Target-Struktur indi- 
ziert) unterbleibt, obwohl bereits geringfugigste strukturelle Modifizierungen der Testsub- 
1 0 stanzen zu einem Bindungs signal gefiihrt hatten. 

Um derartige experimentelle Fehlschlage zu vermeiden, ist im Stand der Technik das Konzept 
entwickelt worden, Hochdurchsatz-Testverfahren mit Testsubstanzen, deren sterische 
Flexibilitat erhoht ist, durchzufuhren. Eine Moglichkeit, eine grofiere Trefferquote bei Hoch- 

15 dxirchsatzverfahren zur Ermittlungen von bindenden Leitsubstanzen zu erreichen, besteht 
darin, Teilstrukturen chemischer Verbindungen (sog. „Fragmente" klassischer bspw. orga- 
nisch-chemischer Molekule) als Testsubstanzen einzusetzen („fcagmentorientierter Ansatz c< ). 
Im AnschluB werden einzelne an die Target-Struktur in Nachbarschaft gebundene Fragmente 
iiber Linkerelemente chemisch miteinander kombiniert und damit durch Kombination kleiner 

20 oder kleinster Fragmente bausteinartig Leitsubstanzen mit Iiganden-Eigenschaft zusammen- 
gesetzt 

Um einerseits solche an die Target-Struktur gebundenen Fragmente zu identifizieren, die in 
raumlicher Nahe zueinander liegen und um andererseits in stereo-chemisch sinnvoller Weise 
25 Iinker-Strukturen zwischen den einzelnen gebundenen Fragmenten konstruieren zu konnen, 
die im Einklang mit den Strukturvorgaben des Targets stehen, ist es fur den firagmentbasier- 
ten Ansatz jedoch erforderlich, Strukturinformationen zum Bindungsplatz mindestens eines, 
vorzugsweise mehrerer Fragmente auf der Target-Struktur zu gewinnen. 

30 Hierbei sind im Stand der Technik Computer-basierte Verfahren beschrieben, mit deren Hilfe 
Fragmente zu neuen potentiellen Liganden einer Target-Struktur zusammengesetzt werden 
konnen. Ein derartiger computerexperimenteller Ansatz wird bspw. von Wang et al. (Journal 
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of Molecular Modeling, 2000, 6, 498) offenbart, wobei kleine Strukturabschnitte, also die 
Fragmente, zunachst ausgewahlt und Harm schrittweise in bspw. der Bindungstasche der Tar- 
get-Struktur kombiniert werden. Zahlreiche Programme oder Programmpakete, die ein derar- 
tiges - in der Literatur als „de novo-Design" beschriebenes Vorgehen ermoglichen, sind im 
5 Stand der Technik verfugbar, beispielsweise die Programme GROW (Moon et aL , Proteins, 
1991, II, 314), LUDI (Bohm, J. Comp.-aided Molecul. Des., 1992, 6, 61), LEAPFROG 
(Cramer, integrated in the SYBYL program package, 1996, Tripos, St. Louis, MO, USA), 
PROLIGAND (Clark et al, J. Comp.-aided MolecuL Des., 1995, 9, 13 oder 213; Clark et aL , 
J. Chem. Inf. Comput ScL, 1995, 35, 914). Derartige computerexperimenteUe Ansatze haben 

10 jedoch grundsatzlich den Nachteil, dass computerexperimentelle Ergebnisse nur bedingt die 
realen Verhaltnisse abbilden und stets laborexperknentell uberpruft werden mxissen. Auch 
kleine Abweichungen bei der Simulation der zwischen den Fragmenten und der Targets truk- 
tur bestehenden Interaktionen dutch die im Computerexperiment getroffenen theoretischen 
Annahmen, bspw. bei den eingesetzten Kraftfeldern, konnen zu in der Praxis vollig irrelevan- 

1 5 ten Ergebnissen bei der Computer-experimentellen Leitsubstanzidentifizierung fuhren. 

S trukturin form ationen der erforderlichen Art zur Dmchfuhrung eines firagmentbasierten An- 
satzes konnen allerdings auch durch reale Experimente mit der Target-Struktur mit Hilfe bio- 
physikalischer Verfahren, beispielsweise mit Hilfe der Rontgenkristallographie (Blundell, 

20 2002) erhalten werden. Im Stand der Technik sind Verfahren vorbeschrieben, die einen firag- 
mentbasierten Ansatz in Kombination mit rontgenkristallographischen Experimenten be- 
schreiben. So etwa wird von Nienaber (Nature Biotechnology voL 18, 2000, 1105 ff.) ein 
kristallographisches „Screening"-Verfiahren offenbart, das auf einer ,,Soaking"-Technik be- 
ruht, d.h. bei welchem die Target-Struktur, insbesondere also ein Target-Protein, in kristalli- 

25 sierter Form vorliegt und der Proteinkristall einer Losung ausgesetzt wird, die verschiedene 
Fragmente, d.h. chemische Teilstrukturen, wie z.B. substituierte Phenylringe oder substituier- 
te bizyklische Ringsysteme, enthalt Die jeweilige Elektronendichte der einzelnen Komponen- 
ten in der Losung ist bekannt, so dass spezifische Elektronendichten, die nach rontgenkristal- 
lographischen Experimenten mit dem „gesoakten" Kristall erhalten werden, eindeutig einzel- 

30 nen in der „Soaking"-L6sung enthaltenen Fragmenten zugeordnet werden konnen. Durch 
einen Vergleich der Elektronendichtekarten vor dem „Soaking" des Kristalls und nach dem 
„Soaking" des Kristalls wird es moglich, in einer Differenzelektronendichtekarte Bindungs- 
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platze der Fragmente auf der Target-Struktur zu identifizieren. SchlieBlich konnen dann nach 
MaBgabe stereochemischet Vorgaben die einzelnen Fragmente zu einem potentiellen Ligan- 
den zusammengesetzt werden. Diese von Nienaber et al. entwickelte Form des „Screenings" 
von chemischen Fragmenten zur Entwicklung von neuen Liganden ist jedoch in seiner An- 
wendung beschrankt Nicht nur ist bei einem derartigen Verfahren ein ,,Soaking"-Schritt dem 
rontgenkristallographischen Experiment vorgeschaltet, welches Schwierigkeiten aufwerfen 
kann. Bspw. kann nicht nur die fur das nachfolgende rontgenkristallographische Experiment 
erforderliche Unversehrtheit des Kristalls durch das „Soaking" beeintrachtigt werden, son- 
dem der beschriebene Ansatz kann auch nicht den Anforderungen eines Hochdurchsatzexpe- 
riments gerecht werden. Insbesondere miissen die einzelnen in der „Soaking"-L6sung enthal- 
tenen Fragmente aufgrund ihrer jeweiligen Elektronendichte unterscheidbar sein, so dass die 
ohnehin der Zahl nach beschrankten Fragmente in einer „Soaking"-L6sung auch spezifisch 
ausgewahlt werden miissen. 

Ein weiterer Nachteil der vorbeschriebenen Vorgehensweise ist jedoch auch die Tatsache, 
dass einem solchen Verfahren auch die geringe Bindungsaffinitat der Ueinen Fragmente an 
die Target-Struktur entgegensteht. Dieser Nachteil liegt indes auch einer weiteren alternativen 
Methode, die Bindung von Fragmenten an z.B. Protein-Targets rontgenkristallographisch zu 
untersuchen, zxjgrunde. Bei dieser Alternative werde die Fragmente bereits mit einem Target, 
z.B. Protein, zum Erhalt eines Cokristalls kdstaJlisiert Dariiber hinaus erweist sich ein solches 
Verfahren fur den Hochdurchsatz als ungeeignet, da eine Co-Kristallisation mit jedem einzel- 
nen Fragment erfolgen muss, so dass eine Vielzahl von Co-Kristallen erzeugt werden muB, 
um die Fragmentbindungsplatze rontgenkristallographisch bestimmen zu konnen. 

Von Lesuisse et aL Q. Med. Chem. 2002, 45, 2379) wird ein alternatives Verfahren offenbart, 
mit dem gleichfalls experimentell ein firagmentorientierter Ansatz verfolgt wird, wobei das 
Verfahren allerdings seiner Struktur nach die Verfeinerung von Wirkstoffen zum Ziel hat und 
nicht der Wirkstoffidentifizierung als solcher im engeren Sinn dient. 

Obwohl also rontgenkristallographische Verfahren inzwischen in vielen Bereichen als Scree- 
ning-Methode eingesetzt werden konnen, sind bislang keine Verfahren verfiigbar, die mit 
hoher Ausbeute die Identifizierung von neuen liganden fragmentbasiert erlauben konnten. 
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Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, das mit 
Hilfe rontgenkristaUographischer Methoden dazu geeignet ist, an die Target-Struktur nur 
schwach bindende Fragmente zu identifizieren und auf diesem Weg die Identifizierung neuer 
Iiganden, die als Atzneioaittelwitkstoffe in Betracht kommen konnten, in - verglichen mit 
dem Stand der Technik groBer Ausbeute - erlaubt 

Diese Aufgabe wird durch ein erfindungsgemafies Verfahren nach Anspruch 1 gelost Vor- 
teilhafte Ausgestaltung dieses erfindungsgemaBen Verfahrens sind in den Unteransptiichen 
enthalten. 

Die Aufgabe wird durch eine Verfahren zum Behandeln eines Kristalls mit einer Losung, 
enthaltend eine oder mehr Molekulspezies, wobei die Molekule der einen oder mehr Molekul- 
spezies ein Molekulargewicht von < 500 Da aufweisen, mit den folgenden Schritten gelost: (a) 
es wird der Kris tall auf einer Halterungsvomchtung befestigt und danach werden (b) Mikro- 
tropfen der Flussigkeit auf den Kristall aufgebracht Eine vorteilhafte, verfahrensgemaB ein- 
setzbare Halterungsvomchtung ist in der Anmeldung offenbart. 

Die auf den Kristall aufgebrachten Losungen enthalten also typischerweise kleine Molekule 
oder Molekulfiragmente, beispielsweise substituierte Ringverbindungen, aromatisch oder 
nicht-aromatisch, ggf. auch als Heterozyklen (bspw. Imidazol, Thiazol, Purin, Pyrimidin, Py- 
ridyl etc), oder aus der organischen Chemie bekannte kleine lineare Fragmente, die ggf. auch 
typische funktionelle Gruppen aufweisen konnen, beispielsweise eine oder mehr Amino- oder 
Carboxyl- oder Carbonyl- oder Aldehyd- oder Nitro- oder Hydroxyfunktionen, ggf. auch 
hydrophobe Alkylgruppen (verzweigt oder unverzweigt). In der aufgetragenen Losung kann 
eine derartige Molekulspezies enthalten sein, also nur beispielsweise eine Spezies eines spezifi- 
schen substituierten Phenylrings oder aber es konnen auch zwei oder mehr oder derartige 
Spezies in der Losung auftreten. Die in der Losung enthaltenen Molekule oder Molekulfirag- 
mente werden vorteilhafterweise ein Molekulargewicht < 200 Da aufweisen, weiter bevorzugt 
von <100 Da. SchlieBlich sind Fragmente bevorzugt, die eine Bindungsaffinitat an den Ziel- 
struktur zwischen 10' 3 und 10' 5 M aufweisen, besonders bevorzugt zwischen 10" 3 und 10" 4 M. 
Die Fragmente weisen vorteilhafterweise eine Struktur auf, die es erlaubt, Wechselwirkungen 
mit der Zielstruktur auszubilden, bspw. eine hydrophobe Wechselwirkung, eine Wasserstoff- 
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briicke und/oder eine aromatische-aromatische Wechselwirkung. Besonders bevorzugt sind 
solche Fragmente, die mindestens eine funktionelle Gruppe, wie vorstehend genannt, aufwei- 
sen. Weitethin werden Fragmente, die in der auf den Kristall aufzubringenden Losung einge- 
setzt werden, typischerweise nicht mehr als 3 ficei rotierbare Bindungen aufweisen, ganz be- 
5 sonders typisch 2 oder 3 frei rotierbare Bindungen. 

Bei dem Kristall, der mit der Losung behandelt wird, wird es sich urn einen Kristall mit einer 
Targets truktur handeln, typischerweise urn einen Proteinkristall, wobei der Kristall die kristal- 
lisierten Targetstrukturen in jeder denkbaren Rautngruppe enthalten kann. Beispielsweise 
10 konnen die kristallisierten Strukturen in einer hexagonalen, kubischen, monoklinen, tetrago- 
nalen, triklin oder trigonalen auftreten. 

Der Kristall kann grundsatzlich auf jeder beliebigen Halterungsvomchtang aufgebracht wer- 
den, besonders bevorzugt sind jedoch solche Halterungsvorrichtungen, wie sie etwa in der 

15 deutschen Patentschrift DE 198 42 797 CI beschrieben sind, welche Bestandteil der vortte- 
genden Offenbarung ist Hierbei wird der Kristall in der Art des „Free Mounting Systems" 
auf der Halterungsvorrichtung befestigt („frei montierter" Kristall). Bei einem frei montierten 
Kristall handelt es sich i.S. der Erfindung um einen solchen Kristall, der nicht - wie beim 
„Soaking" nach dem Stand der Technik - sich in einer flxissigen Umgebung befindet bzw. in 

20 eine solche eingetaucht ist. Vielmehr wird, urn jegliche Veranderungen des Kristalls wahrend 
seiner Verweilzeit auf der Halterungsvorrichtung ausschlieBen zu konnen, der Kristall vorteil- 
hafter Weise bei einem erfindungsgemaBen Verfahren in einer definierten Umgebung gehal- 
ten, die beispielsweise die entsprechende definierte Feuchte, die der Kristall benotigt, um sei- 
ne S truktur wahrend des Behandlungs- bzw. Messvorgangs zu wahren, bereitstellt. Die ent- 

25 sprechende konstant bleibende Umgebung des Kristalls kann beispielsweise mit Hilfe eine 
Gasstroms definierter Zusammensetzung erzeugt werden, wobei vorzugsweise der Gasstrom 
aus einem Luftstrom mit kontrollierter Luftfeuchtigkeit besteht. Derartige Verfahren zur Si- 
cherstellung einer gleichbleibenden Umgebung des Kristalls sind in der DE 102 32 172.8 be- 
schrieben und werden insoweit vollinhaltlich in die vorliegende Offenbarung einbezogen. 

30 
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Der Kristall wird nach dem erfindungsgemaBen Vetfahren mit Mikrotropfen behandelt, wo- 
bei die Behandlung vorzugsweise mit einer Vorrichtung, die ein ,,Mikrodosiersystem" auf- 
weist, erfolgt, wie sie nachfolgend in der vorliegenden Anmeldung beschtieben wird. 

5 Das Aufbringen der Losung auf den Kristall kann ohne eine entsprechende definierte Utnge- 
bung erfolgen oder es kann gleichzeitig mit dem Auftropfen, wie oben beschrieben, vorzugs- 
weise eine gleichmaBige Umgebung mit Hilfe eines beispielsweise Gasstroms, hergestellt wer- 
den. Wird die Heine Molekiile oder Molekiilfragmente enthaltende Losung gleichzeitig mit 
dem Gasstrom aufgetropft, ist eine Absfimmung zwischen der Zufuhr des beispielsweise 

10 Gasstroms und der Art des Auftropfvorgangs bevorzugt Hierbei wird typischerweise ein 
aufeinander abgestimmter Regelmechanismus eingesetzt werden, tun Fliissigkeits- bzw. Vo- 
lumensveranderungen oder andere storende Einflusse zu vermeiden. Ganz besonders bevor- 
zugt ist es dann, wean etwa die Luftfeuchtigkeit des Gasstroms und die Frequenz, mit der die 
Tropfen durch das Mikrodosiersystem auf den Kristall aufgetropft werden, wahrend des Auf- 

15 tropfens so aufeinander abgestimmt werden, dafi der Kristall moglichst wenig belastet wird. 
Bevorzugt ist es in diesem Zusammenhang, wenn der das Volumen des Kris talis, das ggf. mit 
Hilfe einer Hachenprojektion kontmuierlich iiberwacht werden kann, nicht mehr als 40%, 
vorzugsweise nicht mehr als 20% und noch starker bevorzugt nicht mehr als 10% vom Aus- 
gangsvolumen abweicht 

20 

Der beispielsweise zur Auftechterhaltung einer gleichbleibenden Atmosphare um den Kristall 
herum verwendete Gasstrom kann mindestens eine weitere funktionale Komponente endial- 
ten, beispielsweise einen Losungsvermitder, der die auf den Kristall aufeubringende Substanz 
in Losung halt und damit das Eindringen der Substanz in den Kristall verbessert Auch ande- 
25 re Komponenten, die bspw. die Ausfallung der Fragmente auf dem Kristall vermeiden, wer- 
den bevorzugt zugefuhrt 

Die auf den Kristall aufgetragenen Mikrotropfen sind typischerweise kleiner als das Volumen 
des behandelten Kjristalls, vorzugsweise weist ein solcher Mikrotropfen ein Volumen zwi- 
30 schen 1 nl und 100 pi, bevorzugt zwischen 100 pi und 20 pi und noch starker bevorzugt zwi- 
schen 20 pi und 4 pi auf. Derartige TropfengroBen werden durch ein Mikrodosiersystem auf 
den Kristall aufgebracht, wie es nachfolgend in der vorliegenden Anmeldung als Vorrichtung 
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beschrieben wird und im Rahmea des erfindungsgemaBen Verfahrens eingesetzt werden 
kann. 

Typischerweise wird ein erfindungsgemaBes Verfahren durchgefiihrt, indem die die Molekul- 
5 spezies enthaltende und auf den Ktistall aufgebrachte Losung eine wassrige Losung oder zu- 
mindest eine teilweise ein organisches Losungsmittel umfassende Losung ist Derartige orga- 
nische Losungsmittel konnen, sofern mit der wassrigen Losung mischbar, einen Volumensan- 
teil von mindestens 5-% der aufgebrachten Losung ausmachen, vorzugsweise zwischen 5 und 
95 VoL-% der aufgebrachten Losung. Bevorzugt wird der Anteil des organischen Losungs- 
10 mittels zwischen 20 und 80 Vol.-% liegen, ganz besonders bevorzugt zwischen 30 und 70 
Vol.-%. Grundsatzlich konnen also als aufzubringende Losung Mischungen aus Wasser und 
mindestens einem organischen Losungsmittel eingesetzt werden. 

Die Losung, die die mindestens eine Molekiilspezies enthalt, kann aber auch ein organisches 
15 Losungsmittel ohne Beimengungen von Wasser sein. Ganz besonders bevorzugt sind solche 
Losiangen, die ein weitgehend vollstandig fluchtiges Losungsmittel umfassen, wodurch ein 
Akkumulieren der einen oder mehr aufgebrachten Molekiilspezies auf dem Ktistall moglich 
wird, wenn die Auftragungskinetik der aufgetragenen Losung entsprechend an die Abdampf- 
kinetik des fliichtigen Losungsmittels angepaCt wird. Insbesondere vorteilhaft ist das erfin- 
20 dungsgemaJBe Verfahren im HinbUck auf die zu erreichenden Konzentrationen der Molekule 
oder Molekiilfiragmente, wobei die Konzentration einer Molekiilspezies im entsprechend vor- 
zugsweise firei montierten Ktistall in einem Bereich von ca. 10" 1 bis 10* 3 M in einer vorteilhaf- 
ten Ausfiihrungsform liegt. Typischerweise liegt die akkumulierte Konzentration der Molekii- 
le oder Molekiilfiragmente in einem Bereich von ca. 7 x 10" 1 bis 3 x 10" 2 M. 

25 

Organische Losungsmittel als Tragerfiiissigkeit der aufeubringenden Losung zu verwenden, 
ist auch deshalb besonders vorteilhaft, weil die aufzubringenden Molekiile oder Molekiilfirag- 
mente aufgrund ihrer hydrophoben oder partiell hydrophoben Eigenschaften in wassriger 
Losung nur schwer loslich sind und daher in einer wassrigen Losung typischerweise nicht auf 
30 den Ktistall aufgetropft werden konnen. Besonders vorteilhafte Losungsmittel als Tragerfiiis- 
sigkeit der aufzubringenden Losung sind solche organischen Losungsmittel, die bei einer 
Temperatur von weniger als 100°C sieden und (vorzugsweise zu min destens 70%, noch star- 
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ker bevorzugt zu mindestens 80%, am starksten bevorzugt zu mindestens 90%) fluchtig sind. 
Im Falle des Einsatzes von nicht-wassrigen Losungsmitteln kann es sich um Mischungen von 
mindestens zwei organischen Losungsmitteln handeln odet um teine otganische Losungen. 
Die Losungsmittel konnen bspw. ausgewahlt sein aus einet Gruppe, bestebend aus DMSO, 
Trifluorethanol, Aceton, Chloroform, Ethanol und/odet Methanol. 

Wie oben erwahnt, wird vorzugsweise, um einen KtistaU wahrend seinet Verweildauet auf der 
Halterungsvomchtung in einet konstanten Umgebung zu halten, ein dynamisches Gleichge- 
wicht zwischen Zuspeisung von Losi^igsmittel und einem Feuchtestrom einetseits und dem 
Abdampfen von Kristallflussigkeit bzw. dem als Ttagetfliissigkeit dienenden Losungmittel det 
aufgettagenen Losung andererseits angesttebt. Bevotzugt ist es hietbei, wean das Abdampfen 
des KristaUwassers, das zu einem Austrocknen des Kristalls fiihten kann, dutch einen zumin- 
dest teilweise wasserhaltigen Feuchtesttom kompensiett werden kann. Altemativ odet ggf. 
zusatzlich kann das Ktistallwasset auch dutch Aufbtingen von Flussigkeit eines Mikrodosier- 
systems det nachfolgend beschtiebenen Att ausgeglichen wetden. Hietbei kann es sich um ein 
Miktodosietsystem handeln, mit dem auch die Molekiile odet Molekiilfragmente in Losung 
aufgebtacht wetden odet auch um mindestens ein weitetes Miktodosietsystem, dessen Auf- 
gabe nicht das Aufbtingen von Molekiilspezies, sondem ausschlieBlich die (besondets bevot- 
zugte wasstige) Losungsmittelzuspeisung ist 

Um das dynamische Gleichgewicht hetzustellen, sollte det KtistaU wahtend des Behand- 
lungsvotgangs beobachtet werden, insbesondete soUte gegebenenfalls eine Volumenzunahme 
des Kristalls etmittelt wetden. Diese Volumenzunahme konnte datauf betuhen, dass das die 
Molekiile enthaltende L6sungstnittel(gemisch) in ethohtem MaBe in den KtistaU hineindif- 
fundiett, wobei osmotische Effekte des Feuchtesttoms gleichfaUs eine Volumenzunahme 
bewitken konnen. In einet bevotzugten Ausfuhtungsfotm wird wahtend det Behandlung des 
Kristalls die Flachenptojektion desselben zur Beobachtung det Volumensentwicklung mitvet- 
folgt Idealerweise betragt die Zunahme det Flachenptojektion des KristaUs weniger als 20 %, 
noch starker bevorzugt weniger als 10 %. Gleichwohl kann auch, ohne dass eine kritdsche 
Zunahme des KristaUvolumens im Wege det Flachenptojektion beobachtet witd, die mikto- 
skopische Otdnung des KristaUs dutch das Austropfen det Losung gefahtdet wetden. Bevor- 
zugt im Rahmen des voriiegenden Verfahrens wetden daher Rontgendiffiraktionsexperimente 
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durdigefuhrt, wobei das Beugungsbild eine Aussage iiber die mikroskopische Ordnung zu- 
lasst Besonders bevorzugt werden die Rontgendifeaktionsexperimente in einer zeitiichen 
Abfolge regelmaBig durchgefuhrt, so dass dieset Parameter wahrend des Auftragens unter 
Beobachtung bleibt 

5 

Zur Herstellung des dynamischen Gleichgewichts mussen weiterhin neben dem Tropfenvo- 
lumen auch die Menge der aufgetragenen Losung (welche wiederum von der Konzentration 
der in der Losung enthaltenen Molekulspezies abhangt, wobei schlieBlich wiederum die erfor- 
derliche Konzentration der Molekulspezies von der Konzentration der Proteinbindungsstel- 

10 len im Kris tall bestimmt wird) beriicksichtigt werden. Abhangig von der TropfengroBe, wel- 
che beispielsweise \iber eine stroboskopische Tropfenprojektion vermessen werden kann, 
ergibt sich fur die Durchfuhrung eines erfindungsgetnaBen Verfahrens die benotigte Trop- 
fenanzahl. Zur Ermittlung der Konzentration der Molekulspezies in der Losung wird, da die- 
se von der Anzahl der Proteinbindungsstellen im Kris tall abhangig ist, die Annahme getrof- 

15 fen, dass die ProteinkristaUe einen Wassergehalt von typischerweise ca. 50 % im Proteinkris- 
tall aufweisen. Unter Verwendxang des Molekulargewichts des Proteins und unter Beriicksich- 
tigung der Bindxingsstellen im Einzelprotein kann die Konzentration der Bindvingsstellen im 
Kris tall errechnet werden. 

20 In der aufeubringenden Losung kann nur eine Molekulspezies, d.h. eine Art eines Molekuls 
oder eines Molekiilfiragments enthalten sein, ebenfalls konnen aber auch verschiedene Mole- 
kiile oder Molekiilfragmente und damit mehr als eine Molekulspezies in einer solchen Losung 
enthalten sein. Es handelt sich dann urn einen sog. „Cocktail"-Ansatz in der aufeubringenden 
Losung. Hierbei sollten die miteinander kombinierten verschiedene Molekulspezies, vorzugs- 

25 weise mindestens zwei, starker bevorzugt mindestens drei, noch starker bevorzugt mindestens 
zehn, noch starker bevorzugt mindestens zwanzig und am starksten bevorzugt min destens 
fiinfzig verschiedene Molekulspezies, eine vergleichbare Loslichkeit in dem gewahlten L6- 
sungsmittel(gemisch) aufweisen. Weiter ist es bevorzugt, dass in einem solchen Cocktail- 
Ansatz die einzelnen Molekulspezies nicht miteinander interagieren oder reagieren, sondern 

30 auch als solche monodispers jeweils weiter in der Losung enthalten sind. 
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Vorteilhaft far die Zusammensetzung eines Fragmentcocktails, der im Rahmen det vorliegen- 
den Erfindung eingesetzt wird, ist daher eine ahnliche Losbarkeit det im Cocktail enthaltenen 
Fragments Insbesondere sollten die im Cocktail eingesetzten Fragmente nicht weniger als 
1/5 der mittleren Loslichkeit bzw. nicht mehr als die 5-fache mittlere Loslichkeit der anderen 
5 im Cocktail enthaltenen Fragmente aufweisen. Vorteilhaft ist es weiterhin, wenn die Fragmen- 
te im Cocktail ihrer Struktur nach Unterschiede aufweisen bzw. sich bezuglich ihres Streuver- 
haltens unterscheiden, so dass rontgenkristallographisch die einzelnen, ggf. im Kristall gebun- 
denen Fragmente eindeutig identifiziert werden konnen. Weiterhin bevorzugt ist es, wenn die 
im Cocktail enthaltenen Fragmente unterschiedliche physikochemische Eigenschaften aufwei- 

10 sen, um ausschlieB'en zu konnen, dass die Fragmente um dieselbe Bindungsstelle im Zielpro- 
tein konkurrieren. Insoweit ist es vorteilhaft, wenn die Fragmente - stereochemisch vonein- 
ander abweichend - ein jeweils typisches Muster an funktionellen Merkmalen aufweisen, 
bspw. eine fur jede Fragmentspezies charakteristische strukturelle Anordnung von ggf. ver- 
schiedenen funktionellen Gruppen oder Interaktionsparametem (bspw. eine aromatische 

15 Gruppe fur Stapeleffekte ^stacking'*) oder Wasserstoffbriickenbindungsgruppen). Auf diese 
Weise kann mit Hilfe eines Fragmentcocktails im Rahmen eines erfindungsgemaBen Verfah- 
rens eine moglichst groBe Anzahl an strukturell unterschiedlichen Iigandenfragmenten, die 
an verschiedene Bereiche innerhalb der Bindungstasche des Zielproteins binden konnen, ge- 
testet werden, wobei diese Fragmente Bestandteil eines auf deren Basis entwickelten, die Bin- 

20 dungstasche besetzenden Iiganden sein konnen. 

Dariiber hinaus konnen die Fragmente, bspw. auch die Fragmente in einem Cocktailansatz, 
chemisch so modifiziert sein bzw. so gewahlt werden, dass alle (oder zumindest ein Teil der 
Fragmente) die Eigenschaft besitzen, anomal Rontgenstrahlen zu streuen bzw. elektronenrei- 

25 che Zentren aufzuweisen. Derartige elektronenreiche Zentren konnen bspw. 
Schwer(metalT)atome (bspw. Kupfer-, Selen-, Quecksilber-, Goldatome) sein, die mit den 
Fragmenten derivatisiert werden bzw. an diese konjugiert sind. Auf diese Weise form ein oh- 
ne derartige elektronenreiche Zentren nur schwach streuendes Fragment im Zielprotein ront- 
genkristallographisch ohne weiteres erkannt und topographisch zugeordnet werden. Diese 

30 Derivatisierung mit bspw. Schwermetallatomen wird insbesondere bei kleinen Fragmenten 
mit einem Molekulargewicht von weniger als 200 Da, insbesondere weniger als 100 Da be- 
vorzugt sein, um die Fragmente rontgenkristallographisch erfassen zu konnen. 
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Insgesamt also kann dutch ein erfindungsgemaBes Verfahren, unabhangig von der Umgebung 
in einer Mutterlosung, wie in alien Expe.rimenten nach dem Stand der Technik, ein firei tnon- 
tietter Kris tall auf vorteilhafte Weise mit ein em Liganden bzw. Iigandenfiragment komplexiert 
werden. Auf diese erfindungsgemaBe Weise konnen Proteinkristalle auch in solchen Fallen, 
die mit den Verfahren nach dem Stand der Technik nicht mit Liganden komplexierbar sind, 
dennoch eine Komplexbildung eingehen. Die Ursache fur die Uberlegenheit des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens, das einen firei montierten Kristall und die Bereitstellung eines Mik- 
ro(Piko)tropfens durch Verwendung einer entsprechenden Vorrichtung voraussetzt, ist die 
Verschiebung des Gleichgewichts der Reaktion zwischen Iigand und kristallisiertem Protein 
zum komplexierten Protein. Dies wiederum hangt mit der Reduktion der apparenten Dissozi- 
ationskonstante zusammen, da die Konzentration der fireien Komponenten durch die 
Isolation der Proteinkristalls von der den Kristall (nach dem Stand der Technik) umgebenden 
Mutterlauge erheblich eingeschrankt ist Diese Reduktion der erlaubt es auch dann Kom- 
plexe zu erhalten, wenn die Bindungskonstante des Liganden an das kristallisierte Protein 
eigentlich gering ist oder der Iigand bzw. das ligandenfiragment nut schwach loslich ist und 
daher Verfahren nach dem Stand der Technik (Kristall in Mutterlosung) keine oder nur eine 
geringfugige Komplexierung (die fur rontgenkristallographische Folgeexperimente nicht 
ausreichend ist) ergeben. 

Daniber hinaus ist es von erheblicher Bedeutung, bei der Komplexbildung nicht nur die er- 
findungsgemaB vorteilhafte Verschiebung des Gleichgewichts der Komplexierungsreaktion zu 
betrachten, sondem auch die durch das erfindungsgemaBe System mit firei montiertem Kris- 
tall vorteilhafte Kinetik der Komplexbildung, insbesondere bei schwach loslichen Liganden. 
Der erfindungsgemaB firei montierte Kristall (ohne die Umgebung einer Mutterlosung) hat 
eine groBere Stabilitat als der in der Mutterlosung nach dem Stand der Technik „gesoakte" 
Proteinkristall. Diese groBere Stabilitat kann genutzt werden, um bspw. die Komplexierung 
des liganden, mit dem besonders bevorzugten Ziel min des tens 90%iger, vorzugsweise min- 
destens 95%iger Absattigung der im Kristall fur den Liganden enthaltenen Bindungsplatze, 
durch die Verwendung von Verfahren zu erzwingen, denen ein Proteinkristall im Falle des 
„Soakings" oder der Kokristallisation nach dem Stand der Technik nicht zuganglich waren. 
Insbesondere vorteilhaft in diesem kinetischen Zusammenhang ist die Verwendung von auf 
Temperaturen oberhalb von 20°C erwarmter Liganden- bzw. Fragmendosung, die als Pi- 
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kotropfen auf den firei montierten Kris tall aufgetragen wird. Diese Erwarmung kann bspw. 
mindestens 30°C, vorzugsweise mindestens 40°C, noch starker bevorzugt mindestens 50°C 
betragen. Auch eine Erwarmung bis zu 75°C ist moglich. Dariiber hinaus oder in Kombinati- 
on mit der Erwarmung der Ligandenlosung kann diese auf den Kristall, bspw. direkt aufge- 
5 spritzte, als Pikottopfen aufgetragene Iigandenlosung auch organische Losungsmittel enthal- 
ten oder aus diesen bestehen. Sofern das organische Losungsmittel mit Wasser loslich ist 
(bspw. DMSO oder TFE) kann dieses zu mindestens 20 Vol-%, vorzugsweise zu mindestens 
40 Vol.-% und noch starker bevorzugt zu mindestens 50 Vol.-% in einem Was- 
ser/ organisches Losungsmittel-Gemisch enthalten sein. Auch kann der Ligand in einem rei- 

10 nen organischen Losungsmittel oder in einem Gemisch verschiedener organischer Losungs- 
mittel gelost und als Mikrotropfen auf den firei montierten Kristall (siehe hierzu a.a.O.) aufge- 
tragen werden. Der Einsatz organischer Losungsmittel, der wiederum nur dutch die erfin- 
dungsgemaBe Verwendung eines firei montierten Kristalls und eines Mikrotropfens moglich 
wird, ist insbesondere dann bevorzugt, wenn die Liganden oder Ligandenfragmente in wassri- 

15 ger Losung nur schwer oder unloslich sind SchlieBKch kann der firei montierte Kristall auch 
einem Verdampfersttom ausgesetzt sein, wobei iiber einen Verdampfer organisches Lo- 
sungsmittel oder ein organische Losungsmittelgemisch verdampft wird. Auf diese Weise wird 
das organische Losungsmittel, bspw. DMSO oder Chlorkohlenwasserstoff, auf/im Kristall 
angereichert und dadurch die Loslichkeit des in Wasser schwer loslichen liganden erhoht 

20 

SchlieBlich kann das erfindungsgemaBe Verfahren in einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
rungsform auch dazu eingesetzt werden, die Phasenbestimmung von solchen kristallisierten 
Zielproteinen zu ermoglichen, die strukturell noch nicht aufgeklart wurden. Hierzu bedient 
man sich bspw. der Bestimmvuag der Phasen uber anomale Stteumethoden bzw. mit Hilfe 

25 von Schwermetallatomderivaten des Zielprotein. Derartige Schwermetallatome konnen als 
solche im Protein gebunden sein oder als Komplex im Protein vorliegen. Das erfindungsge- 
maBe Verfahren erlaubt es, die Schwermetallatome oder deren Komplexe als Fragmente im 
Sinne det vorliegenden Erfindung einzusetzen und deren Bindung bzw. deren Bindungsort 
im Protein zu bestimmen und hierdurch die fur die rontgenkristallographische Strukturaufkla- 

30 rung erforderliche Phas eninformation zu gewinnen. Derartige Schwermetallatome oder deren 
Komplexe konnen erfindungsgemaB auch im Cocktailansatz auf den Proteinkristall aufge- 
bracht werden. Ein erfindungsgemaBes Verfahren eignet sich insbesondere deshalb zur sys- 
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tematischen Schwet(metal^atomderiratisierung, weil die Schwer(metaU)atome oder deren 
Verbindungen oder Komplexe nut schwach (mit geringer Affinitat) an die Zielproteine bin- 
den und/ oder haufig nur schwerloslich in wassrigen Losungen sind. Gerade diese Nachteile 
werden abet durch das erfindungsgemaBe Verfahren uberwunden. 

5 

Kin besonderer Vorteil eines erfindungsgemaBen Verfahrens besteht weiterhin darin, dass mit 
Hilfe der Zugabe eines Cocktails verschiedener (Fragment)molekulspezies synergisms che Ef- 
fekte einzelner Spezies auf die Zielstruktur aufgedeckt und fiir die Identifizierung eines Ii- 
ganden oder Inhibitors, der die einzelnen Fragmente, ggf. uber Linker miteinander verbun- 

10 den, enthalt, entsprechend beriicksichtigt werden konnen. Vielfach unterliegen die Zielprotei- 
ne, fiir die Fragmente von Iiganden oder Inhibitoren durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
identifiziert werden sollen, einer strukturellen Veranderung nach Bindung eines Iiganden 
(„induced fit"). In solchen Fallen ist mit einer signifikanten Abhangigkeit der Bindungsmodi 
bei der gleichzeitigen Verwendung verschiedener aktiver Fragmente zu rechnen. Derartige 

15 strukturelle Abhangigkeiten konnen durch die Verwendung von Fragmentcocktails im Rah- 
men erfindungsgemaBer Verfahren systematisch untersucht werden. RegelmaBig ist als Folge 
des „induced fit" nach Bindung eines Fragments zu erwarten, dass eine Strukturveranderung 
im Protein eintritt und erst dann ein oder mehr weitere/s Fragment/e an das Protein binden 
konnen. Wahrend die Zugabe groBerer Iiganden (enthaltend mehrere Fragment) auf Grund 

20 bspw. seiner strukturellen Starrheit keine Bindungsaffinitat an die Proteine im Kristall er- 
kennbar erscheinen laBt, wird die Bindung einzelner isolierter Fragmente des groBeren Iigan- 
den moglich (auf Grund ihrer vergleichsweise geringen GroBe konnen diese an die Zielstruk- 
tur binden, obwohl diese eine Strukturanderung durchmacht). Es lassen sich somit die durch 
den „induced fit" vorgegebenen StxuktLUveranderungen der Zielstruktur (und die damit ge- 

25 gemiber dem groBeren Iiganden zu modifizierenden Linker zwischen den Fragmenten) er- 
kennen und fiir das Inhibitordesign beriicksichtigen. 

Ein erfindungsgemaBes Verfahren der vorstehenden Art kann Bestandteil des Verfahrens zur 
Ermitdung einer kristallographischen Struktur eines Komplexes von einer Target-Struktur, 
30 beispielsweise eines Proteins, und von mindestens einer Molekiilspezies sein. In einem sol- 
chen Verfahren wird zunachst das vorbeschriebene erfindungsgemaBe Verfahren mit semen 
Verfahrensschritten durchgefiihrt und danach oder zugleich wird auf dem Fachmann bekann- 
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te Weise der verfahrens- und erfindungsgemaB behandelte Kristall mit Rontgenstrahlung oder 
Synchrotronstrahlung bestrahlt, so dass schlieBlich das Beugungsbild des Kristalls aufge- 
nommen werden kann, d.h. die Datensammlung der im Beugungsbild auftretenden Reflexe 
erfolgen kann. 

5 

Aus der Datensammlung, d.h. den Intensitaten der beobachteten Reflexe, kann dann in einem 
weiteren Verfahrensschritt eine Elektronendichtekarte errechnet werden, wobei hierfur Pha- 
seninformation benotigt wird. Diese Phaseninformation kann durch andere Techniken bereit- 
gestellt werden, bspw. durch Schwermetalktomdetivate, die die Phaseninformation verschaf- 

10 fen („isomorphous replacement") oder durch Methoden des „ multiple anomolous scattering 
(MAD)" (Stout und Jensen, 1989, John Wiley, New York). Besonders bevorzugt sind aller- 
dings die Verfahren des „molecular replacement", da ein erfindungsgemafies Verfahren re- 
gelmafiig mit an sich bekannten dreidim ensionalen Strukturen von Targets durchgefiihrt wird 
und daher die Phaseninformation der Targets truktur (ohne die verfahrensgemaB aufgetrbpf- 

15 ten Liganden) bereits verfugbar ist Besonders bevorzugt kann die Positionierung der gebun- 
denen Molekiile oder Molekulfcagmente, also der Testsubstanzen mit Iiganden-Eigenschaft, 
in der Targets truktur dann ermittelt werden, wenn eine Differenzelektronendichtekarte er- 
rechnet wird. Hierzu wird die Differenz in der Elektronendichte zwischen komplexierter und 
nicht-komplexierter Targets truktur ermittelt, wobei die verbliebene Elektronendichte gerade 

20 der Elektronendichte des oder der in einer Targets truktur gebundenen Molekuls/e entspricht 

Der BeschuC des Kris talis mit Rontgenstrahlung kann bereits wahrend des Auftropfens erfol- 
gen oder nach AbschluB des Auftropfens. Bevorzugt ist insbesondere die Verwendung von 
„weiBer Rontgenstrahlung", also bspw. von Synchrotronstrahlung wahrend des Auftropfens 

25 der Molekiilspezies. Auf diese Weise kann die sukzessive Besetzung der Bindungsplatze fiir 
den oder die liganden in der Targets truktur im Kristall verfolgt werden. Besonders vorteil- 
haft ist es daher, wenn ein Verfahren zur Identifikation von ein kristallisiertes Protein bin- 
denden Molekiilen eingesetzt wird, bei dem (a) eine Molekiilspezies nach einem Verfahren 
nach einem der Anspriiche 1 bis 24 auf den Kristall aufgebracht wird, (b) in einem zeidichen 

30 Abstand von variabler Lange Bexigungsintensitaten gemessen werden und (c) diese im zeidi- 
chen Abstand gemessenen Beugungsintensitaten entsprechend ihrer zeidichen Abfolge mit- 
einander verglichen werden. Hierbei ist es besonders bevorzugt, wenn der Kristall in einer 
Orientierung wahrend aller Beugungsaufiiahmen verbleibt. Auf diesem Weg wird es erfin- 
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dungsgemafi moglich tnit nut einem Kris tall und einzelnen Rontgenaufhahmen (ohne einen 
vollstandigen Datensatz aufhehmen zu miissen), die Komplexbildung nachzuweisen und da- 
mit die Testsubstanz als Iiganden oder als nicht-bindend zu identifizieren. Mit zunehmender 
Komplexbildung nimmt namlich die Korrelation zum vollig unbesetzten Ausgangszustand 
5 des Kristalls ab, weswegen (im zeitlichen Abstand wachsende) Intensitatsunterschiede des 
Reflexe die Komplexbildung indizieren. Ein derartiges Verfahren kann als Hochdurchsatzver- 
fahren durchgefiihrt wetden, da eine nichtbindende Substanz verworfen werden Warm und 
tnit einet anderen Substanz das Verfahren gemafi Schtitten (a) bis (c) wiederholt werden 
kann. Innerhalb von wenigen Minuten kann erfindungsgemafi eine Testsubstanz als Iigand 
1 0 identifiziert oder als nichtbindend verworfen wetden. 

Etfindungsgemafi ist in einer besonderen Ausfuhrungsform weiterhin ein Verfahten, wie zu- 
vot beschrieben, Gegenstand det vorliegenden Patentanmeldung, bei dem die etfindungsge- 
mafie Behandlung eines frei montietten Kristalls mit einet Vorrichtung zut Etzeugung von 

15 Miktottopfen im Stapelbetrieb etfolgt, urn mit einem hohen Dutchsatz an zu komplexieten- 
den Kristallen und deten tontgenkristallogtaphischet Auklarung arbeiten zu konnen. Hierzu 
wird/ wetden etfindungsgemafi zxanachst (a) det Kristall bzw. die Kristalle, votzugsweise frei 
montiett, votgehalten. Diese Vothaltung det Kristalle bis zum nachsten Vet£ahtensschritt (b) 
kann bspw. durch Lagerung det Kristalle in tiefgekuhltem Zustand oder abet, starker bevor- 

20 zugt, in einem abgeschlossenen GefiB (z.B. Vials) im Dampfgleichgewicht mit det Kristallisa- 
tionsfliissigkeit erfolgen, urn die Unvetsehttheit des Kristalls bzw. det Kristalle bis zum Vet- 
fahtensschritt (b) sichetzustellen. Im Verfahrensschritt (b) wetden auf die die frei montietten 
Kristalle, wie etfindungsgemafi offenbatt, Miktotropfen einer bspw. einen Iiganden enthal- 
tenden Losung aufgetragen, urn den Kristall bspw. mit einem Iiganden zu komplexieten. 

25 Nach det Komplexietung miissen die erfindungsgemafi behandelten Kristalle in einem Ver- 
fahrensschritt (c) gelagert wetden, ehe in Verfahrenssschtitt (d) die rontgenktistallogtaphische 
Untetsuchung etfolgen kann. Die Lagetung in Vetfahtensschritt (c) wird typischerweise in 
tiefgekuhltem Zustand, votzugsweise in fliissigem Stickstoff, etfolgen. Die Durchfuhrung det 
Vetfahtensschritte (a) bzw. (c) kann bspw. in Probenwechslem etfolgen, wie sie in det Cry- 

30 okristallographie eingesetzt werden, sog. ,^A.utosampler" (z.B. vertrieben von Riken, Kouto, 
Japan oder X-Ray Reseatch GmbH, Notdetstedt, Deutschland). Hietbei wetden die Ptoben 
auf einem Ptobenttaget angeotdnet und dieset horizontal vetschoben, um im Stapelbetrieb 
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Proben durch eine Probenaufri ah m evomchtung aufhehmen zu konnen. Die Steuerung er- 
folgt automatisch. Gleichzeitig ist vorzugsweise eine Vomchtung zur Tiefkuhlung vorgese- 
hen. 

5 Bin erfindungsgemaBes Verfahren zur Strukturbestimmung von kristallisierten Proteinen 
kann auch mit weiteren vor- oder nachgeschalteten Verfahrensschritten kombiniert werden. 
Insbesondere konnen nach Lokalisierung von mindestens einem Fragment als Ligand einer 
Targetstruktur, vorzugsweise von mindestens zwei an benachbarten Positionen in der Tar- 
gets truktur bindenden Fragmenten oder kleinen Molekulen, die Fragmente dutch Konstruk- 

10 tion eines chemischen Linkers, der den Vorgaben der Targetstruktur entspricht, miteinander 
verbunden werden und ein Molekul chemisch synthetisiert werden, das die mindestens zwei 
durch das erfindungsgemaBe Verfahren identifizierten Fragmente miteinander kovalent ver- 
knupft Ein derartiger aus Fragmenten kombinierter Ligand sollte zur Targetstruktur eine 
entsprechend erhohte Bindungsaffinitat aufweisen. Die Ausgestaltung eines Linkers kann 

15 bspw. uber etablierte computerexperimentells Methoden erfolgen, bspw. uber LigBuilder 
(Journal of Molecular Modeling 2000, 6, 498) und spezielle Funktionen der vorgenannten 
Programme LUDI, SPROUT, GROW, PROLIGAND oder LEAPFROG. Die Bindung des 
mit Hilfe eines oder mehrerer Tinker verknupften Liganden kann dann wiederum ront- 
genkristallographisch untersucht und die Eignung des jeweiligen Linkers, der bspw. auch fle- 

20 xibel mit zahlreichen rotierbaren chemischen Bindungen versehen sein kann, zur Kombinati- 
on der Fragmente uberpruft werden. Sollte in einer bevorzugten Ausfiihrungsform ein sehr 
flexibler linker in einem ersten Ansatz eingesetzt worden sein, kann die im Kris tall auftreten- 
de S truktur des Tinkers ermittelt und in einem weiteren Ansatz die Flexibilitat des Linke rs 
nach MaBgabe der Positionierung des flexiblen Linkers in der Targetstruktur emgeschrankt 

25 werden, urn derart die intrinsische PaBgenauigkeit des Ligangen zu erhohen. 

Bevorzugt kann vor der Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens eine Vorauswahl 
der in der auf den Kristall aufzubringenden Losung enthaltenen Fragmente erfolgen. Auf 
diese Weise kann die Zahl der potentiell an die Ziels truktur bindenden Fragmente in der auf- 
30 zubringenden Losung erhoht werden. Eine Moglichkeit eine Vorauswahl zu treffen, besteht 
in der Vorschaltung eines computerexperimentellen Verfahrensschritts. Derart wird durch 
entsprechende Progamme die erwiinschte Bindungsregion auf der Zielstruktur analysiert und 
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gemafi den stetischen oder funktionellen Randb edingungen der die Bindungstasche bildenden 
Aminosauren eine Vorhersage fur einen geeigneten Iiganden bzw. dessen Teilstruktur erhal- 
ten. Derartige Programme (bspw. LigBuilder, LEAPFROG, GROW, LUDI, SPROUT, 
PROLIGAND, s.o.) konnen eingesetzt werden, um zielgerichtet Fragmente fur die nachfol- 
5 gende Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens auszuwahlen (,,in silico Docking" 
Verfahren). Eine weitere Moglichkeit, vor der Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfah- 
rens vermeintlich bindende Fragmente zu identifizieren, stellen in vitro Testsysteme dar. 
Hierbei kommcn geeignete Testsysteme in Betracht, die auch bei nur schwach bindenden 
Fragmenten eine Unterscheidung zwischen nicht-bindenden und schwach bindenden Frag- 

10 menten erlauben. Bspw. kann ein derartiger in vitro Test mit Hilfe von Adsorptionssaulen 
durchgefiihrt werden. Die Zielstruktur wird auf der Adsorptionssaule gekoppelt und daran 
gebundene Fragmente isoliert und identifiziert. Ganz besonders bevorzugt konnen fur in 
vitro Testversuche Bibliotheken von Fragmenten eingesetzt werden, bspw. auf der Basis von 
Naturstoffen, bspw. Peptidbibliotheken von bspw. Dipeptiden, ggf. als Peptidomimetika, 

15 bspw. als Geriistpeptidomimetika. SchlieBlich konnen als in vitro „Screening"-Methoden zur 
Ermitdung einer Vorauswahl von Fragmenten auch biophysikalische Mefhoden zum Einsatz 
kommen, wie z.B. NMR-Spektroskopie oder Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie 
(z.B. nach dem Verfahren von Biacore). Beide spektroskopischen Methoden konnen schwach 
bindende Fragmente identifizieren und eignen sich somit als Verfahrensschritt vor dem erfin- 

20 dungsgemafien Verfahren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Identifikation von 
ein em eine Zielstruktur bindenden Iiganden, wobei (a) ein Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1 bis 24 durchgefiihrt wird, (b) nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 25 

25 bis 29 die Struktur von mindestens einem Komplexes. mit mindestens zwei Fragmenten er- 
mittelt wird, (c) Linker zwischen den mindestens zwei Fragmenten zu einem Iiganden ermit- 
telt wird/werden und (d) ein Ligand, enthaltend die mindestens zwei Fragmente und den 
mindestens einen linker, synthetisiert wird. Hierzu werden die vorgenannten verfahren ein- 
gesetzt, d.h. die Fragmente werden durch linker, die bspw. auf Grund der Proteinstruktur 

30 ermittelt werden (bspw. durch das Programm LigBuilder), miteinander verbunden und ent- 
sprechende Verbindungen synthetisiert Mit diesen aus den Fragmenten baukastenartig auf- 
gebauten Verbindungen (Iiganden), die eine sehr viel hohere Affinitat zur Zielstruktur auf- 
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weisen als die einzelnen Fragmeate, konnen dann wiederum Stmkturuntersuchungen durch- 
gefuhrt werden bzw. diese konnen in entsprechenden Assays auf ihre biologische Wirksam- 
keit hin untersucht werden. 

5 Das erfindungsgemaBe Verfahren wird durch eine Vorrichtung zum Behandeln eines Kris tails 
mit einer Fliissigkeit (Losung) mit einer Halterung zur Befestigung des Kristalls und einem 
Mikrodosiersystem moglich, das im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet ist, daB damit 
Mikro-Tropfen einer Fliissigkeit, die bspw. Losungsmittel und mindestens einen Iigandentyp 
aufweist, auf den in der Halterung befestigten Kristall aufgebracht werden konnen. 

10 

Die zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens eingesetzte Vomchtung kann in 
verschiedenen vorteilhaften Ausfuhrungsformen vorliegen. 

In einer vorteilhaften Ausfiibrungsform der zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Ver- 
15 fahrens geeigneten Vorrichtung weist diese dariiber hinaus ein Mittel auf, mit dem wahrend 
des Auftropfens der Fliissigkeit urn den Kristall herum eine definierte Umgebiong erzeugt 
werden kann, ohne dass der Kristall jedoch in eine fliissige Umgebung eingetaucht werden 
tniiBte. In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der zur Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens geeigneten Vorrichtung besteht das Erzeugen der definierten Um- 
20 gebung darin, einen Gasstrom definierter Zusammensetzung urn den Kristall herum zu er- 
zeugen. In noch einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens geeigneten Vorrichtung ist die Halterung dariiber hinaus so 
ausgebildet ist, daB durch die Halterung der Gasstrom so gefuhrt werden kann, daB er auf den 
in der Halterung befestigten Kristall gerichtet ist Dadurch kann der Kristall wahrend der 
25 Behandlung durch die Mikro-Tropfen in einer definierten Umgebung gehalten werden. 

Bei einer Vorrichtung zur Durchfiihrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens kann vorteil- 
hafterweise die Halterung aus einem Tragerblock fur eine Haltekapillare bestehen, die ein 
freies Auflageende fur den Kristall besitzt SchlieBUch kann daran ankniipfend die Haltekapil- 
30 lare aus einer Mikropipette bestehen, in der sich ein Unterdruck erzeugen laBt, urn den Kris- 
tall zu halten. Femer kann bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der Tragerblock der Hal- 
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terung einen integralen Gaskanal mit einem Mundungsende enthalten, das auf das Auflageen- 
de der Haltekapillare gerichtet ist 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der zur Durchfiihrung des erfindungsgema- 
5 Ben Verfahrens geeigneten Vorrichtung kann diese dariiber hinaus ein Gasmischmittel auf- 
weisen, mit dem die Zus amm ensetzung des Gassttoms variabel eingesteUt werden kann. Bei 
einer solchen vorteilhaften Ausfuhrungsform kann das Gas aus Luft mit einem bestimmten 
Feuchtigkeitsgehalt bestehen und das Gasmischmittel so ausgebildet sein, daB damit die Luft- 
feuchtigkeit eingestellt werden kann. Auch kann eine solche Vorrichtung dariiber hinaus ein 
10 L6sungsverrnittler--beigaberaittel umfassen, mit dem dem Gasstrom ein Losungsvermitder fur 
eine in die KristaUstruktur des KristaUs einzubringende Substanz beigemischt werden kann. 
Weitergebildet werden kann eine solche Vorrichtung dadurch, dass sie bevorzugt dariiber 
hinaus ein Konzentrationseinstellmittel zur Einstellung der Konzentration des Losungsver- 
mitders umfaBt 

15 

Eine Vorrichtung zur Durchfiihrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens kann dariiber hin- 
aus ein Temperatureinstellmittel umfassen, mit dem die Temperatur des Gassttoms variabel 
eingestellt werden kann. 

20 In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der zur Durchfiihrung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens geeigneten Vorrichtung ist deren Mikrodosiersystem so ausgebildet, daB es 
Mikro-Tropfen der auf den Kris tall aufzubringenden Fliissigkeit erzeugen kann, die ein Vo- 
lumen aufweisen, das kleiner als das Volumen des KristaUs ist Bevorzugt ist hierbei, dass bei 
der Vorrichtung das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daB es Mikro-Tropfen erzeugen 

25 kann, deren Volumen zwischen 10 und 20 Prozent des Kristallvolumens und vorzugsweise 
zwischen 5 und 10 Prozent des Kristallvolumens betragt Vorteilhafterweise ist bei einer sol- 
chen Vorrichtung das Mikrodosiersystem so ausgebildet, daB es Mikro-Tropfen erzeugen 
kann, deren Volumen zwischen 1 nl und 100 pi, vorzugsweise zwischen 100 pi und 20 pi und 
noch bevorzugt zwischen 20 pi und 4 pi liegt 

30 

Um die Frequenz der Auftragung der Mikrotropfen auf den Kristall variieren zu konnen, 
kann zwischen der Vorrichtung zur Tropfenerzeugung und dem Kristall eine Lochplatte, die 
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bspw. mit einer gewissen Frequenz rotiert, angeordnet sein. Da — abhangig von der Vorrich- 
tung zur Tropfenerzeugung — die Bereitstellung kleiner oder sehr kleiner Mikro(Piko)tropfen 
haufig eine hohere Tropfenfrequenz erforderlich macht, kann iiber die Zwischenschaltung 
einer Lochplatte, die nur jeden 2. 3 3. oder 4. oder weniger Tropfen au£ den Kristall passieren 
5 lasst, auch das auf den Kristall aufgetragene Volumen gesteuert werden. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfixhrungsform der zur IXirchfuhrung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens geeigneten Vorrichtung weist das Mikrodosiersystem dariiber hinaus ein Fliis- 
sigkeitszufuhrsystem auf, mit dem verschiedene Fliissigkeiten, die auf den Kristall aufgetropft 

10 werden sollen, in zeitlich gesteuerter Weise einem Tropfenerzeugungsteil des Mikrodosiersys- 
tems zugefuhrt werden konnen. Bei einer derartigen Vorrichtung umfaBt das Fliissigkeitszu- 
fuhrsystem des Mikrodosiersystems eine elektrisch ansteuerbare Prazisionsspritze tind ein 
Leitungssystem, mit dem die Prazisionsspritze iiber elektrisch steuerbare Ventile mit ver- 
schiedenen Flussigkeitsvorratsbehaltem und mit dem Tropfenerzeugungsteil des Mikrodo- 

15 siersystems verbunden werden kann, urn diesem Flussigkeit fur die Tropfenerzeugung zuzu- 
fiihren. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform der zur Durchfuhrung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens geeigneten Vorrichtung ist das Mikrodosiersystem so ausgebildet, daB es eine 

20 Piezopipette umfaBt, die das Tropfenerzeugungsteil bildet Vorteilhaft ist es hierbei, wenn bei 
einer solchen Vorrichtung die Piezopipette aus einer Kapillare besteht, die von einem piezo- 
elektrischen Element umschlossen ist Schliefilich kann bei einer solchen Vorrichtung das 
Mikrodosiersystem dariiber hinaus ein mit der Piezopipette elektrisch verbundenes Steuerge- 
rat umfassen, das so ausgebildet ist, daB damit unterschiedlich geformte Spannungspulse an 

25 die Piezopipette angelegt werden konnen, deren Formen die Form und GroBe der Mikro- 
Tropfen und deren Frequenz die Frequenz der Mikro-Tropfen steuem. 

Vorteilhaft ist eine Vorrichtung zur Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens auch 
dann, wenn bei dieser das Mikrodosiersystem eine Kapillare und ein in der Kapillare ange- 
30 ordnetes Mikroventdl umfaBt Schliefilich kann das Mikrodosiersystem einer solchen Vorrich- 
tung dariiber hinaus ein Steuergerat zum Ein- und Ausschalten des Mikroventdls umfassen, 
um die Mikro-Tropfen zu erzeugen. 
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Verwendet wird eine Vorrichtung zur Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens 
besonders bevorzugt dann, wean sie mehrete Mikrodosiersysteme umfaBt, die im Verhaltnis 
zur Halterung so angeordnet sind, daB damit Mikr o-Trop fen verschiedener Fliissigkeiten auf 
5 den in der Halterung befestigten Kris tall aufgebracht werden konnen. SchlieBlich sollte bei 
einer solchen Vortichtung die Halterung dariiber hinaus so ausgebildet sein, daB sie zur Be- 
festigung eines Proteinkristalls geeignet ist 

Bevorzugt besteht bei einer Vorrichtung die verwendete Fliissigkeit aus einer Losung, wie 
10 vorstehend bei den bevorzugten Ausfuhrungsformen eines erfindvingsgemaBen Verfahrens 
offenbart 

Bevorzugt sind weiterhin Vorrichtungen, bei denen in der Losung eine Substanz oder inehre- 
re Substanzen gelost ist bzw, sind, die in die Struktur des Kristalls eingebracht werden soil 
15 bzw. sollen oder mit dieser reagieren soil bzw. sollen. Bei derartigen Vorrichtungen 
kann/konnen die Substanz bzw. die Substanzen aus einem oder mehreren Iiganden oder 
Inhibitoren bestehen. 

Es ist femer besonders vorteilhaft, daB die erfindungsgemaBe Vortichtung auch auf einem 
Goniometerkopf im Rontgenstrahl oder in einem Synchrotron befestigt werden kann, so daB 
der zeitliche Ablauf der Veranderung der kristallisierten Proteinstruktur, z.B. infolge der Li- 
gandenbindung wahrend des Auftropfens der Mikro-Tropfen, im MeBgerat beobachtet wer- 
den kann. Damit kann ein Goniometerkopf eine Vorrichtung, wie vorstehen offenbart, zur 
Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens aufweisen. Ein solcher Goniometerkopf 
mit einer derartigen Vortichtung kann wiederum Bestandteil einer Rontgenbestrahlungsanlage 
oder einer Synchrotronbestrahlungsanlage sein. 

Damit werden vorliegendenfalls die vorbeschriebenen Ausfuhrungsformen einer Vorrichtung 
zur Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Verfahrens, wie es in dieser Anmeldung sich mit 
30 seinen bevorzugten Ausgestaltungsformen offenbart findet, ebenfalls offenbart 
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Besonders bevorzugte Ausfuhrimgsformen der zur Dutchfuhrung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens geeigneten Vomchtung wetden nachfolgend anhand der Figuren naher erlautert 
Es 2eigen 

5 Fig. 1 eine teilweise im Schnitt dargestellte Ansicht einer Aiisfohrungsform einer erfin- 
dungsgemaBen Vomchtung zum Behandeln eines Kristalls mit einer Losung, 

Fig. 2 ein Gehause eines Steuergerats zur Steuerung eines bei einer Ausfuhrungsform der 
erfindungsgemaBen Vomchtung yerwendeten Mikrodosiersystems, 

10 

Fig. 3 zeigt ein Russigkeitszufuhrsystem fiir ein Mikrodosiersystem, das bei einer Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Vomchtung verwendet werden kann. 

Die Erfindung wird im folgenden am Beispiel der Behandlung von Proteinkristallen beschrie- 
15 ben, sie k a nn aber auch in analoger Weise bei der Behandlung von anderen Kristallen einge- 
setzt werden. 

Fig. 1 zeigt eine erste Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Vomchtung zum Behan- 
deln eines Kristalls. Dabei ist links in der Fig. 1 eine Halterung 1 dargestellt, die dazu dient, 
20 einen Proteinkristall 2 zu befestigen. Die in der Fig. 1 dargestellte Halterung, die in ihrer gene- 
rischen Art auch als „£ree mounting system" bezeichnet wird, ist bereits aus dem Stand der 
Technik bekannt und z.B. in der Deutschen Patentschrift DE 198 42 797 CI beschrieben 
worden. Diese Druckschrift wird insoweit vollumfanglich in die Offenbarung der vorliegen- 
den Anmeldung einbezogen. 

25 

Die Halterung 1, die in der Fig. 1 in einer Schnittansicht von der Seite dargestellt ist, besteht 
im wesentlichen aus einem Tragerblock 3, der ein einschiebbares Einsatzteil 4 aufweist, das in 
eine Offiiung des Tragerblocks 3 eingeschoben werden kann. Am Einsatzteil ist eine Halte- 
kapillare 5 angebracht, an deren fireiem Auflageende der Proteinkristall 2 gehalten wird. Die 
30 Haltekapillare besteht vorzugsweise aus einer Mikropipette, in der iiber eine in der Fig. 1 
nicht dargestellte und mit dem anderen Ende der Mikropipette verbundene Pumpvomchtung 
ein Unterdruck erzeugt wird, der dazu dient, den Proteinkristall 2 an dem fireien Auflageende 
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zu halten. Das linke Ende 8 des Einsatzteils ist so ausgebildet, daB daran die Halterung 1 an 
einem Gooiometerkopf einet Rontgen- oder SynchrotronbestraUungsanlage befestigt werden 
kann. 

5 In einer Rontgen- oder Synchrotronbestrahlungsanlage kann die Beugung von Rontgenstrah- 
len beim Durchgang durch das Kristallgitter des Proteinkristalls ausgenutzt werden, urn aus 
dem Beugungsbild auf die raumliche Anordnung der Atome und Molekiile in dem kristalli- 
sierten Protein zu schlieBen bzw. die Struktur durch mathematische Operationen zu errech- 
nen. Die erforderlichen Rontgenstrahlen konnen z.B. durch BeschuB von Kupfer oder ande- 

10 ren Materialmen mit Elektronen erzeugt werden (bspw. CuKa-Strahlung). Alternativ kann die 
Rontgenstrahlung auch in einem Synchrotron, d.h. einem Teilchenbeschleuniger, erzeugt 
werden, bei dem die Rontgenstrahlung von auf Kreisbahnen beschleunigten Elektronen emit- 
tiert wird. Das Synchrotron besitzt trotz des groBeren apparativen Aufwands eine Reihe von 
Vorteilen gegeniiber der herkommlichen Erzeugung von Rontgenstrahlung durch Elektro- 

15 nenbeschuB von Metallen. So besitzen die durch Synchrottone erzeugten Rontgenstrahlen 
eine hohere Intensitat und konnen in verschiedenen Wellenlangen gewahlt werden. Auch 
besteht auf diese Weise die Moglichkeit, „weiBes" Rontgenlicht einzusetzen und damit den 
Kristall mit Rontgenblitzen, die Rontgenstrahlen aller Wellenlangen aufweisen, zu beschieBen. 
Dariiber hinaus lassen sich die Messungen mit dem Synchrotron wesentlich schneller als mit 

20 herkommlichen Rontgenbesteahlungsanlagen durchfuhren. 

In die Halterung 1 ist ferner ein Gaskanal 6 integriert, dessen Miindungsende 7 auf das fireie 
Auflageende der Haltekapillare 5 gerichtet ist, an dem der Proteinkristall 2 befestigt ist Dabei 
wird der am Auflageende angebrachte Proteinkristall 2 vollstandig vom Gasstrom aus dem 
Gaskanal 6 umschlossen, so daB eine definierte Gasatmosphare um den Proteinkristall herum 
erzeugt werden kann. Der Gaskanal 6 ist an s einem in der Fig. 1 als offen dargestellten Ende 
mit einem Gaserzeugungsmittel und einem Gasmischmittel verbunden, mit dem die Zusam- 
mensetzung des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. Falls das um den Proteinkristall 
herum befindliche Gas Luft ist, kann das Gasmischmittel z.B. dazu dienen, die Luftfeuchtig- 
keit auf einen vorherbestdmmten optdmalen Wert einzuregeln. Es karm dariiber hinaus auch 
ein Temperatureinstellmittel vorgesehen sein, mit dem die Temperatur des Gasstroms gemes- 
sen und auf einen bestdmmten vorgebbaren Wert eingeregelt werden kann. Auch konnen an- 
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dere gasformige Substanzen dem Gasstrom beigemischt werden, so dass bspw. der Stickstoff- 
oder Sauerstoffgehalt der Luft modifiziert, bspw. erhoht, werden kann. 

In der Deutschen Patentanmeldung Nr. 10232172.8-52 mit dem Titel „Vorrichtung und Ver- 
5 fahren zur Erzeugung einer definierten Umgebung fur partikdformige Proben" ist bereits 
eine Vorrichtung und ein Verfahren beschrieben, mit dem sich eine hochgenaue und langzeit- 
stabile Feuchteeinstellung eines dutch die oben beschriebene Halterung gefuhrten feuchten 
Gasstroms am Ort des partikelformigen Kristalls erreichen lafit Diese Druckschrift wird da- 
her insoweit ebenfalls voUumfanglich in die Offenbarung der vorliegenden Anmeldung ein- 
10 bezogen. 

Uber dem Kris tall ist ein Mikroskop mit Videosystem 10 angebracht, mit dem der Protein- 
kristall wahrend der Behandlung mit der Substanz beobachtet werden kann. Ggf. kann infolge 
der Beobachtung iiber das Videosystem der Behandlungsmodus modifiziert oder auch die 
15 Behandlung eingestellt werden. 

Die in der Fig. 1 dargestellte erfindungsgemaBe Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls 
mit einer Substanz umfafit dariiber hinaus ein Mikrodosiersystem 11, das rechts in der Fig. 1 
in einer Seitenansicht im Schnitt dargestellt ist 

20 

Das Mikrodosiersystem 11 umfaBt eine sogenannte Piezopipette 12, die in einem Stativ 15 
gehalten wird und so auf den Proteinkristall 2 ausgerichtet ist, dafS dieser mittels der Piezopi- 
pette mit Tropfen beschossen werden kann. Die Piezopipette ist in der Fig. 1 aus Griinden 
der Anschaulichkeit in einem vergroBerten MaBstab im Verhaltnis zur Halterung 1 dargestellt 
25 Die Piezopipette ist so angeordnet, daB die Spitze der Piezopipette einen Abstand von typi- 
scherweise 3 mm zu dem Proteinkristall aufweist Vorzugsweise liegt dieser Abstand in einem 
Bereich von 1—5 mm, kann jedoch unter besonderen Umstanden auch groBer oder kleiner 
gewahlt werden. 

30 Die Piezopipette 12 besteht aus einer Glaskapillare 13, die z.B. aus Borosilicatglas bestehen 
kann. Die Durchmesser der Offiaung der Glaskapillare ist einer der Faktoren, die die GrdBe 
der von der Piezopipette abgegebenen Mikro-Tropfen beeinflussen und kann z.B. in einem 
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Bereich zwischen 5 und 50 Mikrometer liegen. Die Glaskapillare 13 ist von einem piezoelekt- 
rischen Element 14 umschlossen, das aus einem Material besteht, das einen piezoelektrischen 
Effekt zeigt Es kann sich bei diesem Material z.B. um einen Piezokristall handeln. Das piezo- 
elektrische Element 14 ist dariiber hinaus uber zwei Kabel 16 mit einem Steuergerat 17 elekt- 
5 risch verbunden, mit dem eine Spannung an das piezoelektrische Element 14 angelegt werden 
kann. Wird ein Spannungspuls dutch das Steuergerat 17 an das piezoelektrische Element 14 
angelegt, so wird das piezoelektrische Element 14 und mit diesem auch die Glaskapillare 13 
kontrahiert und ein Tropfen aus der Offhung der Piezopipette herausgeschossen. TJber das 
Steuergerat 17 konnen unterschiedlich geformte Spannungspulse an die Piezopipette angelegt 
10 werden konnen, deren Formen die Form und GroBe der Mikro-Tropfen und deren Frequenz 
die Frequenz der Mikro-Tropfen beeinflussen. 

In der Fig. 2 ist ein Gehause eines moglichen Steuergerats zur Steuerung der Piezopipette 
dargestellt, wobei die einzelnen Steuerungsmoglichkeiten anhand der in der Fig. 2 dargestell- 

15 ten Schalter und Steuerelemente des Steuergerats erlautert werden sollen. Das Steuergerat 
weist zunachst drei verschiedene LCD-Anzeigen 20, 21 und 22 auf. Auf der ersten LCD- 
Anzeige 20 wird der aktuelle Wert fur den Spannungspegel der Impulsausgangsspannung fiir 
das Piezopipettensteuersignal angezeigt Dieser Wert laBt sich uber einen Drehregler 23 vari- 
abel einstellen. Auch die Impulsweite des Pipettenansteuersignals, die auf der zweiten LCD- 

20 Anzeige 21 in Mikrosekunden angezeigt wird, laBt sich mittels eines zweiten Drehreglers 24 
einstellen. SchlieBlich ist ein dritter Drehregler 25 vorgesehen, um die Frequenz der an die 
Piezopipette angelegten Spannungsimpulse einzustellen, die auf der dritten LCD-Anzeige 22 
angezeigt wird. Diese Frequenz, die bis zu einige kHz betragen kann (z.B. 2 kHz) entspricht 
der Frequenz, mit der die Mikro-Tropfen aus der Piezopipette auf den Kristall geschleudert 

25 werden. Der Einstellbereich der Frequenz kann z.B. in einem Bereich zwischen 1 Hz und 6 
kHz liegen. Die Hohe der Impulsausgangsspannung und die Weite der Spannungsimpulse 
miissen zunachst so eingestellt werden, daB es uberhaupt zu einer Tropfenerzeugung mit der 
Piezopipette kommt Darauf wird die Frequenz gewahlt, die fiir den jeweiligen Kristallbe- 
handlungsprozefi ideal ist. Die Frequenz kann natiirlich auch wahrend des Kristallbehand- 

3 0 lungsprozesses laufend variiert werden. 
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Das Steuergerat weist ferner zwei Eingange 26 auf, an denen die beiden Verbindungskabel 
der Piezopipette angeschlossen werden. Femer sind ein Netzkabel 27 sowie ein NetzanschluB 
28 zur Stromversorgung des Steuergerats vorgesehen. Uber den weiteren Signaleingang 29 
konnen von anderen elekttischen Geraten vorgegebene Spannungsimpulsfolgen angelegt 
5 werden, um die Mikro-Tropfenerzeugung auszuldsen und die Mikro-Tropfenfolge und —form 
von auBen zu steuetn. Das kann z.B. sinnvoll sein, wenn es ein zentrales Steuergerat gibt, das 
sowohl die Tropfenerzeugung als auch andere Parameter der Kristallbehandlung wie den iiber 
die Kristallhalterung zugefuhrten Gasstrom, die Zusammensetzung des Gasstroms (z.B. sei- 
nen Feuchtegehalt), die Temperatur des Gasstroms, eine angeschlossene Rontgenbestrah- 
10 lungsanlage etc. steuert und die verschiedenen Steuerungsparameter in einer vorherbestimm- 
ten Weise zueinander synchronisiert 

Der Schalter 30 ist dazu vorgesehen, den Piezopipettenbetrieb ein- und auszuschalten. Uber 
den weiteren Schalter 31 kann zwischen Einzelspannungsimpulsbetrieb und kontinuierlichem 
15 Spannungsimpulsbetrieb umgeschaltet werden, d.h. zwischen Einzeltropfenerzeugung und 
kontinuierlicher Tropfenerzeugung. Fiir die Einzeltropfenerzeiigung kann femer ein Taster 
32 vorgesehen sein, iiber den einzelne Spannungsimpulse an die Piezopipette angelegt werden 
konnen, wenn es gewitnscht ist, einzelne Tropfen per Handbettieb auf den Kris tall zu schie- 
Ben. 

20 

Der Schalter 33 dient schlieBlich dazu zwischen verschiedenen Impulsformen der an die Pie- 
zopipette 12 angelegten Spannungsimpulse variieren zu konnen. In der Schalterstellung A 
kann z.B, ein vorgegebener Standard-Rechteckspannxingsimpuls mit vorherbestimmter Dauer 
und Hohe erzeugt werden, wahrend in der Schalterstellung B ein Rechteckspannungsimpuls 
25 erzeugt werden kann, dessen Dauer und Hohe variabel eingestellt werden kann. Es ist natur- 
lich bei anderen Ausfuhrungen auch denkbar, daB Spannungsimpulse angelegt werden, die 
von der Rechteckform abweichen. Die Impulsform der Spannungsimpulse wird nun so ge- 
wahlt, daB eine optimale Tropfenerzeugung in Hinblick auf den zu behandelnden Kristall 
gewahrleistet ist 



30 
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Verschiedene GroBen der Mikro-Tropfen, die z.B. fur versdaiedene KristallgroBen geeignet 
sein konnen, konnen iiber die Variation der Spannungspulsweiten und Spannungspulshohen 
eingestellt werden, die die an die Piezopipette angelegten Spannungen aufweisen. 

5 Die Glaskapillare 13 der Piezopipette 12 ist typischerweise iiber eine Zuleitung 18 mit einem 
in der Figur 1 nicht dargestellten VorratsgefaB verbunden, das die Losung enthalt, die auf den 
Proteinkristall getropft werden soli. Diese Losung enthalt die Substanz oder die Substanzen, 
mit der bzw. denen der Proteinkristall behandelt werden soil. Die Oberkante des Flussigkeits- 
spiegels der sich im VorratsgefaB befindenden Flussigkeit sollte dabei etwas hoher als die 

10 Unterkante der Pipettenduse eingestellt werden. Alternativ dazu kann die Flussigkeit bei einer 
Ausfuhrungsform ohne VorratsgefaB aber auch direkt iiber die AuslaBoffhung der Piezopi- 
pette in die Piezopipette gesaugt werden, urn sie dann spater wieder abgeben zu konnen. Es 
kann auch eine Temperiervorrichtung urn das VorratsgefaB herum angeordnet sein, um die in 
dem VorratsgefaB sich befindende Flussigkeit auf eine gewunschte Temperatur zu bringen. 

15 GemaB einer Ausfuhrungsform kann vor dem Aufbringen der Losung auf den Kris tall der 
pH-Wert und/ oder die Ionenstarke (bzw. spezifische Salzkonzentrationen) der Losung ge- 
maB den im Stand der Technik bekannten Verfahren auf einen gewunschten Wert eingestellt 
werden. 

20 Unter Mikro-Tropfen im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen Tropfen zu verstehen sein, 
deren Volumen kleiner als 1 nl ist, wobei das Volumen der Mikro-Tropfen vorzugsweise zwi- 
schen 1 nl (nanoliter) und 1 pi (picoliter), noch weiter bevorzugt zwischen 100 pi und 20 pi 
und noch starker bevorzugt zwischen 20 pi und 4 pi liegt. Aus diesen GroBen lassen sich xiber 
die Volumensformel die entsprechenden geeigneten Durchmesser der Tropfen errechnen, 

25 wenn man naherungsweise davon ausgeht, dafi die Tropfen kugelformig sind. Die gewunschte 
TropfengroBe kann erfindungsgemaB eingestellt werden. 

Die Mikro-Tropfen der auf den Kris tall aufzubringenden Flussigkeit sind dabei vorzugsweise 
kleiner als das Volumen des Kris tails ist. Kin typisches Kristallvolumen kann dabei z.B. in 
30 einer GroBenordnung von 1 nl liegen. 
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Das Volumen der im spezieUen Fall verwendeten Mikro-Tropfen wird in Abhangigkeit vom 
Volumen des Kristalls gewahlt Dabei betragen die Volumen der Mikrotropfen weniger als 
50 %, z.B. 1 bis 20 %, des Kristallvolumens und vorzugsweise von 1, starker bevorzugt von 5 
bis 10 % des Kristallvolumens. 

5 

Die Tropfenerzeugung roittels einer Piezopipette ist nur ein Beispiel fur eine Mikrodosiervor- 
richtung. Es konnen auch andere Vomchtungen verwendet werden, die in der Lage sind, 
Mikro-Tropfen zu erzeugen. 

10 So kann z.B. auch ein Mikrodosiersystem verwendet werden, das eine Kapillare und ein in der 
Kapillare angeordnetes Mikroventil umfaBt. Dabei wird die Flussigkeit unter Druck aus einem 
VorratsgefaB auf das Mikroventil gepreBt, das von einem Steuergerat elektrisch innerhalb 
eines kurzen Zeitintervalls gedffhet und danach wieder geschlossen wird, urn die Tropfen zu 
erzeugen. Die Begrenzung der TropfengroBe ergibt sich hier durch die noch steuerbare Off- 

1 5 nungsdauer des Ventils. 

Als Mikrodosiersystem kann bei einer anderen Ausfiihrungsform auch ein Zerstauber dienen. 
Ein Zerstauber hat allerdings gegemiber den oben beschriebenen Losungen den Nachteil, daB 
das Ausrichten der Tropfen auf den KristaU schwieriger ist Daher wird vorteilhafter Weise 
20 dem Zerstauber ein Mittel nachgeordnet, das die Orientierung der aus dem Zerstauber erhal- 
tenen Mikro-Tropfen auf den KristaU sicherstellt 

Es ist gemaB einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung auch 
denkbar, daB die Mikrodosier-Vomchtung aus einem „Loop", bspw. einer Schlaufe, besteht, 
25 mit dem einzelne Tropfen (oder nur ein Tropfen) auf den KristaU durch bspw. Abschiitteln 
oder Abttopfenlassen von dem ,JLoop" aufgebracht werden. Es muB allerdings bei dieser 
Losung der erfindungsgemaBen Aufgabe sichergestellt sein, daB die aufgebrachten Tropfen- 
volxamina klein genug fur die ProteinkristaUe (im Sinn der voranstehend offenbarten Volu- 
menverhaltnisse von KristaU zu Tropfen) sind. 

30 

Auch aUe weiteren technischen MogUchkeiten, Mikro-Tropfen entsprechender GroBe zu er- 
zeugen, sind Losungen im Sinne der vorUegenden Erfindung. 
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Bei einer Axisfuhtungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird ein Proteinkristall zu- 
nachst an dem freien Auflagenende der Haltekapilkre 2 befestigt Anstelle der Haltekapillare 
2 kann auch ein sogenannter „Loop", also eine Art Schlaufe, verwendet werden, in dem der 
5 Proteinkristall befestigt ist Der Proteinkristall ist dabei frei von jeglicher Oberflachenlosung 
und damit zuganglich fur Losungen, die von auBen direkt mittels des Mikrodosiersystems 
aufgebracht werden konnen. Durch die Halterung 1 wird nun typischerweise eine Gasatmo- 
sphare urn den Proteinkristall 2 herum erzeugt, indem ein Gasstrom definierter Zusammen- 
setzung und Temperatur durch den Gaskanal 6 der Halterung 1 gefuhrt wird. Bei dem be- 
10 schriebenen Verfahren wird es sich typischerweise urn einen Luftstrom, gg£ unter Beimi- 
schung anderer gasformiger Subs tan zen, mit einem geregelten Feuchtigkeitsgehalt (dh. Was- 
sergehalt) und einer geregelten Temperatur handeln. 

In die Kristallstruktur des Proteinkri stalls soil nun ein Inhibitor eingebracht werden, der Be- 

15 standteil einer Substanz ist, die der Losung zugesetzt wurde, die sich in dem VorratsgefaB 
befindet, das mit der Piezopipette verbunden ist Es hat sich durch Experimente gezeigt, daB 
lokal auf die Oberflache des Kristalls aufgebrachte Losungen (wie bspw. DMSO) mit hoher 
Inhibitor-Konzentration den Kris tall in der Regel nicht schadigen. Nun werden durch das 
Steuergerat 17 elektrische Spannungspulse an die Piezopipette 12 angelegt und Mikro- 

20 Tropfen mit der Inhibitor-Losung auf den Proteinkristall 2 geschleudert Durch das Aufsprit- 
zen einzelner Mikro-Tropfen bleibt der den Proteinkristall umstromende Gasstrom praktisch 
unbeeinfluBt, so daB der Proteinkristall in seiner stabilen definierten Umgebung verbleibt. Die 
Erhaltung einer stabilen Umgebung ist insbesondere fur die relativ instabilen Proteinkristalle, 
die durch geringe Gitterkrafte zusammengehalten werden, wichtig, damit die Kristalle nicht 

25 zerstort werden, bevor sie z.B. einer rontgenkristallographischen Untersuchung unterzogen 
werden. Die Feuchtigkeit des den Kris tall umgebenden Luftstroms kann nun im Zusammen- 
spiel mit der GroBe und Frequenz der iiber die Mikrodosiervorrichtung axx£ den Proteinkris- 
tall aufgebrachten Tropfen so eingestellt werden, daB der Kristall moglichst sein Volximen nur 
wenig andert, indem ein Gleichgewicht zwischen Abdampfen von Fliissigkeit vom Kristall 

30 und Zuwachs an Fliissigkeit durch Auftropfen von Fliissigkeit mittels der Mikrodosiervor- 
richtung erreicht wird. Dadurch wird der Kristall nur minimal belastet und es kann ein scho- 
nendes Einbringen des/ der Liganden iiber die lokal aufgetragenen Mikrotropfen erreicht wer- 
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werden. Dieser Vorgang der Einstellung der optimalen Luftfeuchtigkeit bzw. der optimalen 
Auftropffirequenz durch die Miktodosietvomchtung kann iiber ein Regelelement automatisch 
getegelt werden, daB entsprechende Anderungen der Feuchtigkeit des Luftstroms und/oder 
der Auftropffirequenz vomimmt, wenn sich das gemessene Volumen des Kristalls andert 

5 

Wahrend des Kristallbehandlungsprozesses kann der Kris tall gemaB einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung auch mit gepulstem Iicht bestrahlt werden, z.B. iiber ein Stro- 
boskop, urn mittels des Videosystems in regelmaBigen Abstanden eine Vermessung des Vo- 
lumens des Tropfens durchfiihren zu konnen. 

10 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindvmg ist es auch denkbar, daB der Kristall, 
der sich in dem Gasstrom definierter Zusammensetzung befindet, von einer Losung urogeben 
ist, so daB die durch die Mikrodosiervorrichtung aufgebrachten Tropfen nicht direkt auf den 
Kristall, sondern in die den Kristall umgebende Losung gegeben werden. 

15 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung bzw. das erfindungsgemaBe Verfahren erweisen sich auch 
dann besonders vorteilhaft, wenn Iiganden, bspw. Inhibitoren oder andere Stoffe, in einen 
Kristall eingebracht werden sollen, die selbst in einer waBrigen Losxing nur schwer zu losen 
sind. Tatsachlich erweist sich eine Reihe von Liganden als in waBrigen Systemen ausgespro- 

20 chen schwer loslich, so daB mit dem in der Beschreibungseinleitung beschriebenen klassi- 
schen jjSoaking^-Verfahren diese Liganden/ Inhibitoren nicht in den Kristall eingebracht 
werden konnen, da die Konzentration der Iiganden/Inhibitoren in der waBrigen Losung zu 
gering ist Wird nun mittels des Mikrodosiersystems eine waBrige Losung, in der diese Ligan- 
den und/ oder Inhibitoren gelost sind, auf den Kristall aufgetropft, so verdunstet das Wasser 

25 nach jedem Auftropfen vollstandig, wahrend der Ligand auf bzw. im Kristall verbleibt. Durch 
wiederholte Auftropfzyklen konnen so groBere Mengen des (schwer loslichen) Liganden auf 
den Kristall aufgebracht werden. Der Ligand akkumuliert sich so allmahlich auf bzw. im Kris- 
tall, bis eine ausreichende Menge des Liganden in den Kristall eingebracht ist und eine zufrie- 
denstellende Ligand- Protein— Kotnplexbildung (also die Besetzung des Kristalls an den Bin- 

30 dungsstellen der kristallisierten Proteine ausreichend ist, eine Elektronendichte fur den ligan- 
den zu bestimmen) erreicht ist 
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Der Vorteil bei diesem Verfahren liegt auch darin, daB die Proteinkristalle nicht mit einem 
weiteren Losungsmittel versetzt werden miissen vmd so die Behandlung der empfindlichen 
Kristalle schonender wird. AuBerdem besteht derart nicht die Gefahr, daB det Ligand auf- 
grund seiner geringen Loslichkeit auf dem Kristall bzw. in den Losungsmittelkanalen prazipi- 
5 tiert Bei diesem Verfahren kann die Menge an durch das Mikrodosiersystem aufzutropfender 
Losung durch die Konzentration der Losung sowie einer Abschatzung der Molaritat des Pro- 
teins im Kristall berechnet werden. Ein weiterer Vorteil des Verfahrens besteht darin, daB 
man mit Wasser als dem einzigen Losungsmittel fur den liganden im Vergleich zu anderen 
Losungsmitteln oder Flussigkeiten besonders kleine TropfengroBen erzielen kann, was insbe- 
10 sondere bei kleinen Proteinkristallen wichtig ist, da erfindungsgemaB die TropfengroBe klei- 
ner als die GroBe des Kristall s sein sollte. 

Die erfindungsgemaBe Vomchtung zum Behandeln eines Kristalls mit einem Substrat k^nn 
auch in eine Rontgenbestrahlungsanlage oder Synchrotronbestrahlungsanlage integriert sein, 

15 so daB es moglich wird, wahrend der Behandlung des Proteinkristalls mit der Substanz Beu- 
gungsbilder des Kristalls aufeunehmen und so den BehandlungsprozeB, d.h. die sukzessive 
Besetzung der Bindungsstellen des Kristalls, „online" zu beobachten. Hierzu kann die Halte- 
rung 1 z.B. an einem Goniometer einer Rontgen- oder Synchro tron-B es trahlungsanlage be- 
festigt werden. Der Proteinkristall kann vor der ron^enkristallographischen Untersuchung 

20 auch eingefroren werden, was in der Regel unter Verwendung von flussigem Stickstoff erfolgt 
(sogenannte Cryo-Kristallographie). Hierdurch werden bei rontgenkristallographischen Un- 
tersuchungen die Intensitaten der Reflexe des Beugungsbildes ermittelt und schlieBlich unter 
Verwendung der Phaseninformation, z.B. aus isomorpher Ersetzung oder MAD (,,multiple 
anomalous scattering'*), die Elektronendichte der Struktur ermittelt werden. 

25 

Selbstverstandlich konnen auch andere physikalische, insbesondere spektroskopische, Mes- 
sungen mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vomchtung an dem Kristall durchgefuhrt werden. 
So kann die erfindungsgemaBe Vomchtung z.B. auch mit einer Anlage zur Aufhahme einer 
Absorptionsspektrums kombiniert werden, um das Absorptionsspektrum des Kristalls aufzu- 
30 nehmen. 
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Gemafi einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung kann auch oder nur dem 
durch die Halterung 1 gefuhrten Gasstrom ein Losungsvermitder beigefugt werden, der sich 
fiit die in den Proteinkristall einzubringende Substanz eignet, also z.B. ein Losungsvetmitder 
fur einen schwerioslichen Iiganden. Hierzu kann zusatzlich ein Verdampfer vorgesehen sein, 
5 urn den losungsvetmitder vor der Einleitung in den Gaskanal 9 der Halterung 1 zu ver damp- 
fen. Auch kann eine Vomchtung vorgesehen sein, die dazu dient, die Konzentration des L6- 
sungsvermittlers im Gasstrom variabel einzustellen und den erforderlichen Bedingungen an- 
zupassen. So laBt sich eine im Gegensatz zum klassischen „Soaking"-ProzeB seht schonende 
Zufuhr von Losungsvermitder zu dem Proteinkristall etteichen. Wahrend der Zufuhr des den 

10 Losungsvermitder enthaltenden Gasstroms kann dann iiber die Piezopipette die Ligandenlo- 
sung auf den Proteinkristall in Mikro-Tropfenform aufgebracht werden. Insgesamt ergibt sich 
also erfindungsgemaB die Moglichkeit nut der als Mikrotropfen aufzubringenden Ligandenlo- 
sung Losungsvermitder oder nur dem zugefiihtten Gasstrom beizumischen . Ggf. konnen 
beide Altemativen auch kombiniert werden, so dass sowohl im Mikrotropfen als auch im 

15 Gasstrom der Losungsmittelvermitder (gleich oder verschieden) zugesetzt werden. 

Auch kann die uber die Mikro-Tropfen mittels des Mikrodosiersystems aufgebrachte Losung 
mehrere verschiedene Substanzen enthalten, mit denen der Kris tall behandelt werden soli. Es 
kann sich dabei zum Beispiel urn mehrere Liganden, bspw. urn mehrere Substrate oder urn 
20 ein Substrat und urn einen katalytisch wirkenden Liganden, handeln, die in einer Losung ge- 
lost sind, die mittels einer Piezopipette auf den Kristall aufgebracht werden soli. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform kann die Piezopipette auch mit einem speziellen 
Fliissigkeitzufuhrsystem versehen sein, mit dem es moglich ist, die Zufuhr verschiedener 

25 Fliissigkeiten in die Piezopipette zeidich in gewunschter Weise zu steuem. In der Fig. 3 ist ein 
solches Fliissigkeitszufuhrsystem darstellt Das in der Fig. 3 dargestellte Flussigkeitszufuhrsys- 
tem umfaBt eine Prazisionssptitze 40, die aus einem Zylinder 41 besteht, in dem ein iibet ei- 
nen (in der Fig. 3 nicht dargestellten) Motor angetriebener Kolben 42 hin- und herlaufen 
kann. Wenn der Kolben nach unten lauft, konnen verschiedene Fliissigkeiten aus den Flus- 

30 sigkeitsbehaltem 43, 44, 45 oder 46 in den Zylinder gesaugt werden, wenn eines der entspre- 
chenden elektrisch ansteuerbaren Ventile 47, 48, 49 bzw. 50 geoffnet wird und zusatzlich das 
vor dem Zylinder liegende elektrisch steuerbare Ventil 51 geoflhet wird. Wird das Ventil 51 
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dann wieder geschlossen, das am AuslaB des Zylinders liegende elektrisch steuetbare Ventdl 
52 geoffhet und der Kolben 42 nach oben getrieben, so kann die angesaugte Flussigkeit uber 
die zur Piezopipette fiihrende Russigkdtszufubodeitung 53 zur Piezopipette gefiihrt werden, 
urn dann schliefilich in Tr opfenform auf den Kristall gegeben werden zu konnen. 

5 

Die Behalter 45 und 46 konnen z.B. zwei verschiedene Losungen mit verschiedenen Liganden 
enthalten, die mit dem Protein des zu betropfenden Kristall einen Komplex bilden sollen. Die 
Behandlung des Kristalls kann dabei z.B. so erfolgen, daB zunachst die Losung 1 aus dem 
Behalter 45 und danach die Losung 2 aus dem Behalter 46 auf den Kristall aufgetropft wircL 

10 Zwischen den beiden Losungen kann eine Reinigungslosung durch die Leitungen gespult 
werden, die sich in dem Behalter 44 befindet. Der weitere Behalter 47 dient als Abfallbehalter, 
urn Fliissigkeitsmengen aufeunehmen, die nicht mehr benotigt werden und aus dem Zufuhr- 
system entfemt werden mussen. Durch geeignete zeitliche Ansteuerung der Ventile 47 — 52 
und des Kolbens 42 konnen nun der Piezopipette die gewiinschten Losungen in der ge- 

1 5 wunschten Menge zugefuhrt werden. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen auch mehrere Mikrodosier- 
systeme, z.B. mehrere Piezopipetten, verwendet werden, mit denen jeweils xinterschiedliche 
oder auch identische Substanzen (bspw. an zwei verschiedenen, lokal abgegrenzten Bereichen 

20 des Kristalls) auf den Kristall aufgebracht werden. Eine solche Anordnung kann z.B. von 
Vorteil sein, wenn zwei verschiedene Liganden in eine Proteinkris talis truktur eingebracht 
werden sollen. Die Liganden werden dann in verschiedenen Losungen gelost, die in die bei- 
den Fliissigkeitsvorratsbehalter zweier Piezopipetten gegeben werden. Uber die beiden Piezo- 
pipetten werden dann die beiden Losungen mit den verschiedenen Liganden in Mikro- 

25 Tropfenform auf den Proteinkristall aufgebracht Dabei konnen uber das mit einer Piezopi- 
pette jeweils verbundene Steuergerat, das die Tropfenerzeugung steuert, unterschiedliche 
Spannungsimpixlse und Spannungspukfolgen an die Piezopipetten angelegt werden, urn so 
eine optimale Form und Frequenz der Mikro-Tropfen zu erreichen, die fur den jeweiligen 
Liganden ideal ist. 

30 

Die Verwendung von zwei Mikrodosiersystemen, mit denen getrennt zwei verschiedene Sub- 
stanzen aufgebracht werden, die erst auf dem Kristall zusammentreffen, ist insbesondere auch 
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dann vorteilhaft, wenn das kristallisierte Protein Katalysatorfunktion fur die beiden Substan- 
zen, die beide als Reaktanden im kristallisierten Protein gebunden werden, hat Erfolgt das 
Aufspritzen der beiden Reaktanden separat durch zwei Mikrodosiersysteme wahrend der 
Rontgenbestrahlung des Proteinkristalls, kann die Reaktion der Reaktanden unter katalyti- 
5 schem Einsatz der kristallisierten Proteine verfolgt werden. Eine Voraussetzung fur eine der- 
artige rontgenkristallographische Untersuchung ist naturlich die Stabilitat des Kristalls, cLh., 
dafi der Kris tall seine Struktur nicht durch strukturelle Umlagerungen der kristallisierten Pro- 
teine verlieren darf, da er dadurch auch sein Diffraktionsvermogen verlieren wiirde. 

10 

Die vorliegende Erfindung wird durch die Figuren 4 und 5 naher erlautert: 

Figur 4: Der kovalent gebundene Inhibitor sowie einzelne Aminosauren in der Unage- 
bung des Aktiven Zentrums des Thrombins urn Serl95 sind als stick-Modell 
15 dargestellt. Sauerstoffatome sind rot, Schwefelatome gelb, Stickstoffatome blau 

und Kohlenstoffatome grau dargestellt. Der Inhibitor ist zusatzlich von seiner 
2F Q -F c -Elektronendichte (kontouriert bei la) iiberlagert. Der Inhibitor ist in 
seiner Elektronendichte eindeutig definiert. 

In der experimentell bestimmten Elektronendichte ist deutlich die kovalente Bindung des 
20 PMSFs am Serl95 zu erkennen (Figur 4), die sich von der des urspriinglich im Kristall ge- 
bundenen Benzamidins signifikant \interscheidet Datnit wurde der Beweis gefiihrt, daB der 
Ansatz des Auftropfens von Picoliter-Tropfen auf einen Proteinkristall unter Verwendung 
des Free Mounting Systems funktioniert 

25 Figur 5: 

Das Spaltprodukt Pro-lie des Inhibitors Diprotin A sowie einzelne Aminosauren in der Um- 
gebving des Aktiven Zentrums der DPIV urn Ser630 sind als stick-Modell dargestellt Sauer- 
stoffatome sind rot, Stickstoffatome blau und Kohlenstoffatome grau dargestellt Der Inhibi- 
tor sowie Ser630, das kovalent an den Inhibitor gekoppelt ist, ist zusatzlich von seiner 2F 0 -F C - 
30 Elektronendichte (kontouriert bei la) iiberlagert Der Inhibitor ist in seiner Elektronendichte 
eindeutig definiert (Figur 5). 
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Vom eingesetzten Tripeptid mit der Sequenz Ile-Pro-Ile ist das C-tetminale Isoleucin ab- 
gespalten, wahrend das Dipeptid kovalent mit Ser630 weiterhin verkmipft ist und nicht ab- 
gespalten wird. Insofem verhalt sich Diprotin A eher wie ein Suizid-Substrat und nicht wie 
ein Inhibitor. 

5 

Die vorliegende Hrfindung wird durch die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele naher be- 
schrieben. 

Ausfuhrungsbeispiele 
10 1. Ausfuhrungsbeispiel 

Komplex mit einer Fragmentspezies, Tragerfliissigkeit: Wasser 

Es wurde Benzamidin als Iigand und Faktor Xa als Zielenzym eingesetzt. Benzamidin wurde 
in Wasser in einer 100 mM Konzentration gelost Der Faktor-Xa-Kdstall wurde in der FMS- 
Apparatur bei der zuvor ermittelten relativen Feuchte des Muttertropfens von 95% frei mon- 
15 tiert Durch zueinander orthogonale Pro) ektionsaufiaahmen konnte das Volumen des Kris tails 
montiert werden, typische Volumiaa von Proteinkristallen betragen 1 nl (100 pm x 100 |Jm x 
100 |Jm). Die Konzentration des Proteins im Kristall betrug ca. 1000 ing/ml, entsprechend 
einer Konzenttation von ca. 30 mM. 

Mittels stroboskopischer Aufiiahmen wurde der Tropfendurchmesser und damit das Trop- 
20 fenvolumen bestimmt und zu 5 pi eingestellt DemgemaB war ein gesamtes Auftropfvoliimen 
von 333 pi entsprechend 67 Tropfen notig, urn alle primaren Bindestellen im Kristall aquimo- 
lar zu besetzen. Faktor Xa weist eine sekundare Benzamidin-Bindestelle schwacher Affinitat 
auf, so dass zur (einfachen) Besetzung b eider Bindestellen ein theoretisches Aufspritzvolu- 
men von 666 pi notig war. Zur vollstandigen Besetzung der sekundaren Bindestelle wurde ein 
25 zehnfacher LigandenuberschuB eingestellt, weswegen insgesamt 1340 Tropfen auf den Kris- 
tall aufgespritzt wurden. Die resultierende Ligandkonzentration im Kristall betrug somit 600 
mM. 

Wahrend des Aufspritzvorgangs wurde die Projektion des Kristallvolxamens verfolgt. Der 
Aufspritzvorgang wurde ausgesetzt, wenn das Kristallvolumen um mehr als 10% vom Aus- 
30 gangsvolumen zunahm, und setzte erst wieder ein, wenn das Kristallvolumen sich bis auf 2% 
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dem Ausgangsvolumen angenahert hatte. Nach Beendigung des Aufspritzvorgangs wurde der 
Kristall vollstandig an den Ausgangsfeuchte-Gltichgewichtszustand aquilibriert, was dutch 
die asymptotische Angleichung des Kristallvolumens an das Ausgangsvolumen verfolgt wut- 
de. Der Kristall wurde sodann durch Schockgefrieren in flussigem Stickstoff stabilisiert und 
5 rontgenkristaUogtaphisch vermessen. 

Zur Berechnung des aufzubringenden Flussigkeitsvolumens lasst sich allgemein feststellen, 
dass die Berechnung des aufzubringenden Flussigkeitsvolumens, wie folgt, erfolgt: Die insge- 
samt aufzutropfende Hiissigkeitsmenge hangt von (i) der Konzentration des Liganden in der 

10 Tragerflussigkeit; (ii) dem Kristallvolumen und (iii) der Konzentration der Proteinbindestellen 
("aktive Zentren") ab. Um schlieBlich die benotigte Anzahl von aufeuspritzenden Piko- 
Tropfen zu ermitteln muB (iv) das Tropfenvolumen bestimmt werden. Dabei geht die weiter- 
gehende Annahme ein, dass die effekttv-wirksame Ligandenmenge der aufgespritzten Ligan- 
denmenge entspricht, insbesondere also keine Prazipitation des Liganden an der Kristallober- 

15 flache auftritt Ein solches Prazipitationsrisiko besteht bei schlecht wasserloslichen Substan- 
zen. Diese Substanzen werden oftmals unter Verwendung von Losungsmitteln (z.B. DMSO) 
auf den Kristall aufgespritzt, wobei die Iigandenkonzentration so eingestellt wird, dass keine 
Prazipitation an der Kristalloberflache auftritt Die korrekte Konzentrationseinstellung und 
das daraus resultierende prazipitationsfreie Aufspritzen werden unter einem Mikroskop kon- 

20 trolliert 

Bestimmung der experimentellen Parameter: ® Die Konzentration wird definiert eingestellt, 
z.B. durch Einwaage; (ii) Das Kristallvolumen wird durch eine Serie von Projektionsaufhah- 
men bei verschiedenen Kristallorientierungen durch das Verfahren der Ruckprojektion expe- 

25 rimentell bestimmt. (iii) Proteinkristalle enthalten einen Wassergehalt von typischerweise 
50%. Dies entspricht einer Proteinkonzentration von ca. 1000 mg/ml. Unter Verwendung 
des Molekulargewichts des Proteins und Berucksichtigung der Anzahl der (aktiven) Protein- 
bindestellen kann die Konzentration der Bindestellen berechnet werden. Beispielsweise ware 
diese Konzentration bei einem 100 kDa Protein mit einer active site 10 mM. (iv) Unter Ver- 

30 wendung eines Stroboskops kann die Tropfenprojektion vermessen werden. Da der Tropfen 
in sehr guter Naherung kugelformig ist, kann das Tropfenvolumen einfach berechnet werden. 
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Zu beachten ist, dass fur die Berechnung der benotigten Tropfenanzahl bei (ii) und (iv) nicht 
die absoluten sondem nur die telativen Volumina ausschlaggebend sind. 

5 2. Ausfuhrungsbeispiel 

Komplex mit einer Fragmentspezies, Tragerflussigkeit: DMSO 

Es wurde PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) als Ligand und Faktor Xa als Zielenzym ein- 
gesetzt Bei Verwendung von DMSO muB insbesondere bei schlechten loslichen Verbindun- 

10 gen darauf geachtet werden, dass die mit DMSO geloste Substanz nach dem Aufspritzen auf 
den Kristall nicht prazipitiert. Die Loslichkeit typischer chemischer Substanz en hangt vom 
DMSO-Anteil parabolisch ab. Dieser nicht-lineare Zusammenhang begriindet die Prazipitati- 
onsgefahr der Substanz auf dem Kristall bei Vermischung des Loslichkeitsvermittlers DMSO 
mit dem Kristallwasser. Daher wurde in einem Vorversuch die Loslichkeit der Substanz bei 

15 50% DMSO ermittelt Dies ist die maximale Konzentration, die in 100% DMSO aufgebracht 
werden kann. Fur PMSF zeigte sich, dass PMSF bei 50% DMSO zu (mindestens) 10 mM 
gelost war. Die Substanz wurde daher in 100% DMSO gelost und mit 10 mM Konzentration 
beim Aufspritzexp eriment eingesetzt. Bei einem Kdstallvolvimen von 1 nl und einer einzigen 
Proteinbindestelle muBten daher 30 nl fur aquimolare Besetzung aufgebracht werden, fur 

20 doppelte Besetzung (einfachen Uberschuss) sind theoretisch 60 nl notig. Bei Verwendung 
von 10 pi Tropfenvolumina wurden 6000 Tropfen auf den Kristall aufgespritzt Der Vorgang 
wurde, wie im Anwendungsbeispiel 1 gezeigt, iiber die Messung der Kristallprojektion ver~ 
folgt und kontrolliert. 

« 

25 3. Ausfuhrungsbeispiel 

Komplex mit mehreren verschiedenen Fragmentspezies, Tragerfliissigkeit: DMSO 

Das Zielenzym war DPIV (Dipeptidylpeptidase IV). Verschiedene Fragmente wurden in ei- 
nem Cocktail miteinander in Losung gebracht In einem Cocktail (i) wurde Molekule von zwei 
verschiedenen Molekiilspezies miteinander kombiniert, und zwar ein Mimetikum (verandertes 
30 Peptidriickgrat (Vinylderivat) des N-terminalen Dipeptids eines Substrats der DPIV (mit frei- 
em N-Terminus) und andererseits ein Mimetikum (ebenfalls ein Dipeptid mit acetyliertem, 
blockiertem N-Terminus, ebenfalls als Geriismimetikum - Vinylderivat). In einem zweiten 
Cocktail (n) wurden jeweils funf verschiedenen Molekiilspezies (die sich in bezug auf die bei- 
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den Seitenketten der beiden Dipeptidmimetika unterschieden) der beiden Mimetikaklassen, 
also insgesamt 10 Molekiilspezies, in einem Cocktail kombiniert. 

In einem Vorversuch wurde entsprechend Beispiel 2 die (Mindest-)L6slichkeit jeder Substanz 
5 bei 50% DMSO ermittelt, die hier zu 10 mM bestimmt wurde. Die DPIV kristallisiert als 
Tetramer mit einem Molekulargewicht von ca. 400 kDa, mit vier Bindestellen pro Tetramer. 
Die Konzentration der DPIV-Bindungsstellen im Kris tall ist daher 10 mM, Bei einem Kris- 
tallvolumen von 1 nl wurde daher insgesamt 1 nl einer 100% DMSO Cocktail-Mischung auf- 
getragen, die jede Substanz mit einer 10 mM Konzentration gelost hatte. Das weitere Vorge- 
10 hen entsprach dann dem der Beispiele 1 und 2. 

Auf erfindungsgemaBe Weise lassen sich damit Fragmente an den Kristall binden, die mit 
klassischen „Soaking"-Prozessen nicht gebunden werden konnen. Zudem ist ein solches er- 
findungsgemaBes Verfahren im Vergleich zu bisherigen „Soaking"-Prozessen mit geringerem 

15 Zeitaufwand verbunden, da wegen der schonenderen Kristallbehandlung weniger Versuche 
untemommen werden mussen, urn die Kristallbehandlung erfolgreich zum AbschluB zu brin- 
gen. Insbesondere aber lassen sich mit dem erfindungsgemaBen Verfahren schwach bindende 
(bspw. 10" 3 M) Substanzen mit Fragmentcharakter identifizieren, die sich in Losung nicht mit 
einem Kristall komplexieren lieBen, da Proteine in Losung mindestens lOOfach niedriger kon- 

20 zentriet sind als in einem entsprechenden ProteinkristalL Damit eignet sich das erfindungs- 
gemaBe Verfahren zum Fragment-basierten de novo Wirkstoffdesign durch Verknupfiing 
von verschiedenen erfindungsgemaB aufgefundenen Fragmenten (und damit einer entspre- 
chenden Erhohung der Bindungsaffinitat). SchlieBlich kann das erfindungsgemaBe Verfahren 
auch zur Fragment-basierten Wirkstoffverfeinerung genutzt werden, indem die aufgefunde- 

25 nen Fragmente oder das aufgefundene Fragment mit einem bekannten Inhibitor bspw. ver- 
kniipft oder ein bekannter Inhibitor strukturell modifiziert wird und dadurch die Affinitat 
verbessert werden kann. Damit sind erfindungsgemaBe Verfahren auch Bestandteil von all- 
gemeinen Verfahren, die zur Identifikation von Liganden eines Zielproteins dienen konnen. 
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Anggruche 

5 

1. Verfahren zum Behandeln eines Kris tails mit einer Losung, enthaltend eine oder 
mehr Molekulspezies, wobei die Molekiile ein Molekulargewicht von < 500 Da auf- 
weisen, mit den folgenden Schtitten: 

- es wird der Kris tall auf einer Halterungsvorrichtung befestigt, insbesondere 
10 ohne in einer fliissigen Umgebung eingebettet zu sein, und 

- es werden Mikrotropfen der Fliissigkeit auf den Kristall aufgebracht. 

2. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls nach Anspruch 1, wobei die in der Losung 
enthaltenden Molekiile ein Molekulargewicht von < 200 Da aufweisen. 

15 

3. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls nach Anspruch 1 oder 2, wobei die in der 

Losung enthaltenden Molekiile ein Molekulargewicht von < 100 Da aufweisen. 

4. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
20 wobei der Kristall ein Proteinkristall ist. 

5. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
wobei die in der Losung enthaltenen Molekiile als Iiganden an die Proteine im Pro- 
teinkristall binden, vorzugsweise mit einer Affinitat zwischen 10" 3 und 10" 4 M. 

25 

6. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
wobei die in der Losung enthaltenen Molekiile bzw. die Molekiile mindestens einer 
in der Losung enthaltenen Molekulspezies mindestens ein elektronenreiches oder 
anomales Rontgenstreuzentrum, vorzugsweise ein Schwer(metall)atom, aufweisen. 

30 

7. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, bei dem dariiber hinaus wahrend 
des Aufbringens der Mikro-Tropfen auf den Kristall um den Kristall herum eine defi- 
nierte Umgebung erzeugt wird. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem das Erzeugen der definierten Umgebung das 
Erzeugen eines Gasstroms definierter Zusammensetzung urn den Kristall herum um- 
faBt 

5 9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem der Gasstrom aus einem Luftstrom mit kontrol- 
lierter Lufifeuchtigkeit besteht. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem der Gasstrom wahrend des Auftropfens geregelt 
wird. 

10 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 oder 10, bei dem die Lufifeuchtigkeit des 
Gasstroms und die Frequenz, mit der die Tropfen durch das Mikrodosiersystem auf 
den Kristall aufgetropft werden, wahrend des Auftropfens so aufeinander abgestimmt 
werden, daB der Kristall moglichst wenig belastet wird, insbesondere das Volumen 

15 des Kristalls sich um nicht mehr als 20%, insbesondere urn nicht mehr als 10% ver- 

andert. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 11, bei dem der Gasstrom einen Losungs- 
vermitder in kontrollierter Konzentration fur eine auf den Kristall aufzubringende 

20 Substanz umfaBt 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, bei dem das Volumen der Mikro- 
Tropfen kleiner als das Volumen des Kristalls ist. 

25 14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem die Mikro-Tropfen der Losung ein Volumen 
zwischen 1 nl und 100 pi, vorzugsweise zwischen 100 pi und 20 pi und noch bevor- 
zugt zwischen 20 pi und 4 pi aufweisen. 

15. Verfahren nach einem der vorgenartnten Anspriiche 1 bis 14, wobei die die Molekul- 
30 spezies enthaltende und auf den Kristall aufgebrachte Losung eine wassrige Losung 

oder eine zumindest teilweise organische Losungsmittel umfassende, ggf. auf eine 
Temperatur oberhalb von 20°C erwarmte, Losung ist. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die die Molekiilspezies enthaltende Losung axis 
einem fliichtigen organischen Lostmgsmittel besteht odet dieses enthalt 

5 17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Losungsmittel DMSO enthalt oder aus 
DMSO besteht. 

18. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, wobei das die Molekiilspezies enthaltende Lo- 
sungsmittel ein bei einer Temperatur von weniger als 100°C siedendes, bevorzugt 

10 vollstandig fliichtiges, organisches Losungsmittel ist oder dieses enthalt. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, wobei das Losungsmittel DMSO, 
TrifLuorethanol, Aceton, Chloroform und/oder Methanol enthalt 

15 20. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, wobei die in der auf den Kristall 
aufeubringenden Losung enthaltenen Molekule schwer wasserloslich sind. 

21. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, wobei die Losung einen Cocktail 
von mindestens 3, starker bevorzugt mindestens 10, noch starker bevorzugt mindes- 

20 tens 20 und am starksten bevorzugt mindestens 50 verschiedenen Molekiilspezies 

enthalt 

22. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, wobei die Losung die mindes- 
tens eine Molekiilspezies in einer Konzentration von 10" 1 bis 10" 3 M enthalt 

25 

23. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, wobei dem Verfahren ein Ver- 
fahrensschritt vorgeschaltet ist, mit dem potentiell an eine Zielstruktur bindende 
Fragmente idenlifiziert werden, insbesondere ein Verfahrensschritt, der auf einem 
spektroskopischen Verfahren, bspw. NMR-Spektroskopie oder Oberflachenplasmon- 

30 resonanzspektroskopie, oder einem in silico Docking Verfahren beruht 
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24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23, bei dem der Gasstrom eine oder meh- 
rere Substanzen enthalt, die einen oder mehrere Iiganden und/oder Inhibitoren ent- 
halt bzw. enthalten. 

25. Verfahren zur Ermitdung einet kristallographischea Struktur eiaes Komplexes eines 
bspw. Proteins und mindestens einer Molekiilspezies, wobei (a) die Verfahrensschritte 
nach einem der Anspriiche 1 bis 24 durchgefuhrt werden, (b) der KristaU mit Ront- 
genstrahlung oder Synchrotronstrahlung bestrahlt wird und (c) das Beugungsbild des 
Kristalls aufgenommen wird. 

26. Verfahren zur Ermittlung einer kristallographischen Struktur nach Anspruch 25, wo- 
bei (d) unter Verwendung von Phaseninformation und der Intensitaten der Reflexe im 
Beugungsbild eine Elektronendichtekarte errechnet und die Bindungsstelle und Posi- 
tionierung der mindestens einen gebundenen Molekiilspezies in der bspw. Protein- 
struktur bestimmt wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem die Phaseninformation durch die Verwendung 
von Schwermetallatomderivaten („isomorphe Ersetzung**), „molecular replacement" 
oder MAD (multiple anomalous scattering) erhalten wird. 

28. Verfahren zur Ermitdung einer kristallographischen Struktur nach Anspruch 26 oder 
27, wobei die Bindungsstelle und Positionierung der mindestens einen gebundenen 
Molekiilspezies in der bspw. Protein struktur aus der Differenz der Elektronendichten 
von nicht-komplexierter und komplexierter Struktur durch eine Differenzelektronen- 
dichtekarte bestimmt wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 27, bei dem die Bestrahlung mit mono- 
chromatischer Rontgenstrahlung oder mit Synchrotronstrahlung wahrend der Be- 
handlung des Kristalls mit der Losung stattfindet 

30. Verfahren zur Identifikation von ein kristallisiertes Protein bindenden Molekiilen, bei 
dem (a) mindestens eine Molekiilspezies nach einem Verfahren nach einem der An- 



WO 2005/017533 PCT/EP2004/008813 



44 

spriiche 1 bis 24 auf den Kris tall aufgebracht wird, (b) in einem zeidichen Abstand 
von variabler Lange Beugungsintensitaten gemessen werden und (c) diese im zeidi- 
chen Abstand gemessenen Beugungsintensitaten entsprechend ihrer zeidichen Abfol- 
ge miteinander vetglichen werden. 

5 

31. Verfahren zur Identifikation von einem eine Zielstruktur bindenden Liganden, wobei 
(a) ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 24 durchgefuhrt wird, (b) nach ei- 
nem Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 29 die Struktur von mindestens ei- 
nem Komplexes mit mindestens zwei Fragmenten ermittelt wird, (c) Linker zwischen 

10 den mindestens zwei Fragmenten zu einem Liganden ermittelt wird/werden und (d) 

ein Ligand, enthaltend die mindestens zwei Fragmente und den mindestens einen 
Linke r, synthetisiert wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 24, wobei das Verfahren unter Verwen- 
15 dung einer Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einer Fliissigkeit mit einer 

Halterung zur Befestigung des Kristalls und mindestens einem Mikrodosiersystem, 
das im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet ist, dafi damit Mikro-Tropfen der 
Fliissigkeit auf den in der Halterung befesidgten KristaU aufgebracht werden konnen, 
durchgefuhrt wird. 

20 

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei die verfahrensgemaB eingesetzte Vorrichtung 
dariiber hinaus ein Mittel umfafit, mit dem wahrend des Auftropfens der Fliissigkeit 
um den Kristall herum eine definierte Umgebung erzeugt werden kann. 

25 34. Verfahren nach einem der Anspriiche 32 oder 33, bei dem das Mittel das Erzeugen 
der definierten Umgebung dadurch erlaubt, dass ein Gasstrom definierter Zusam- 
mensetzung um den Kristall herum erzeugt wird. 



35. 

30 



Verfahren nach Anspruch 32 oder 34, bei der die Halterung dariiber hinaus so ausge- 
bildet ist, daB durch die Halterung der Gasstrom so gefiihrt werden kann, daB er auf 
den in der Halterung befestigten Kristall gerichtet ist. 
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36. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem eine Vomchtung mit 
einer Halterung aus einem Tragerblock fur eine Haltekapillare eingesetzt wird, die ein 
fireies Auflageende fur den Kris tall besitzt. 

5 37. Verfahren nach Anspruch 36, bei dem eine Vomchtung mit einer Haltekapillare aus 
einer Mikropipette eingesetzt wird, in der sich ein Unterdruck erzeugen laBt, urn den 
Kristall zu halten. 

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 oder 37, bei dem der Tragerblock der Halte- 
10 rung der verfahrensgemaB eingesetzten Vortichtung einen integralen Gaskanal mit ei- 
nem Mundungsende enthalt, das auf das Auflageende der Haltekapillare gerichtet ist 

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 38, bei dem eine Vomchtung eingesetzt 
wird, die dariiber hinaus ein Gasmischmittel aufweist, mit dem die Zusammensetzung 

1 5 des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, bei dem eine Vorrichtung eingesetzt wird, bei der das 
Gas aus Luft mit einem bestimmten Feuchtigkeitsgehalt besteht und das Gasmisch- 
mittel so ausgebildet ist, daB damit die Luftfeuchtigkeit eingestellt werden kann. 

20 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 40, bei dem eine Vorrichtung eingesetzt 
wird, die dariiber hinaus ein Losungsvermitderbeigabemittel umfafit, mit dem dem 
Gas strom ein Losungsvermitder fiir eine in die Kristallstruktur des Kris tails einzu- 
bringende Substanz beigemischt werden kann. 

25 

42. Verfahren nach Anspruch 41, bei dem eine Vorrichtung eingesetzt wird, die dariiber 
hinaus ein Konzentrationseinstellmittel zur Einstellung der Konzentration des L6- 
sungsvermitders umfafit. 

30 43. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 42, bei dem eine Vorrichtung eingesetzt 
wird, die dariiber hinaus ein Temperatureinstellmittel umfaBt, mit dem die Tempera- 
tur des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. 
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44. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem eine Vorrichtung 
eingesetzt wird, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daB es Mikro- 
Tropfen der auf den Kristall aufeubringenden Flussigkeit erzeugen kann, die ein Vo- 

5 lumen aufweisen, das kleiner als das Volumen des Kris talis ist 

45. Verfahren nach Anspruch 44, bei dem eine Vomchtung eingesetzt wird, bei der das 
Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daB es Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren 
Volumen zwischen 10 und 20 Prozent des KristaUvolumens und vorzugsweise zwi- 

10 schen 5 und 10 Prozent des Kristallvolumens betragt 

46. Verfahren nach einem der Anspriiche 42 oder 43, bei der das Mikrodosiersystem so 
ausgebildet ist, daB es Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren Volumen zwischen 1 nl 
und 100 pi, vorzugsweise zwischen 100 pi und 20 pi und noch bevorzugt zwischen 20 

15 pi und 4 pi liegt. 

47. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem eine Vomchtung 
eingesetzt wird, bei der das Mikrodosiersystem dariiber hinaus ein Hussigkeitszufuhr- 
system aufweist, mit dem verschiedene Flussigkeiten, die auf den Kristall aufgetropft 

20 werden sollen, in zeitlich gesteuerter Weise einem Tropfenerzeugungsteil des Mikro- 

dosiersystems zugefuhrt werden konnen. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, bei dem eine Vomchtung eingesetzt wird, bei der das 
Hussigkeitszufuhrsystem des Mikrodosiersystems umfaBt eine elektrisch ansteuerbare 

25 Prazisionsspritze und ein Leitungssystem umfaBt, mit dem die Prazisionsspritze uber 

elektrisch steuerbare Ventile mit verschiedenen Flussigkeitsvorratsbehaltern und mit 
dem Tropfenerzeugungsteil des Mikrodosiersystems verbunden werden ka n n , um die- 
sem Fliis^igkeit fur die Tropfenerzeugung zxozufiihren. 



30 49. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem eine Vorrichtung 
eingesetzt wird, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daB es eine Piezopi- 
pette umfaBt, die das Tropfenerzeugungsteil bildet 
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50. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem der Kristall mit Hilfe 
eines Verdampfers mit Losxingsmittel, insbesondere organischem Losungsmittel, be- 
dampft wird. 

5 51. Verfahren zur rontgeiilmstaUographischea Strukturaufklarung itn Hochdurchsatz, bei 
dem (a) der Kristall bzw. die Kristalle, vorzugsweise fitrei montiert, vorgehaltea wer- 
den, (b) auf die vorzugsweise frei montierten Kristalle Mikrotropfen einer bspw. min- 
destens einen Iiganden enthaltenden Losung aufgetragen werden, (c) die gemaC Ver- 
fahrensschritt (b) behandelten Kristalle gelagert werden und (d) die Kristalle ront- 
1 0 genkristallographische untersucht werden. 
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